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Uber den Einflu8 von Mineralwasser auf den acaerienen iat 
umsatz durch Hefen. 


Von 
Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experimentelle 
Therapie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Médrz 1922. 


Seit Dezennien steht das Problem zur Erérterung, wie der EinfluB 
bestimmter Mineralwiasser auf den Stoffwechsel zu deuten ist. Be- 
sonderes Interesse ist stets der Frage entgegengebracht worden, wie 
bestimmte Thermalquellen, namentlich die Karlsbader Sprudel, auf 
den Kohlenhydratumsatz wirken. 

Auf Grund mannigfacher Erfahrungen ist man neuerdings zu der 
Ansicht gelangt, daB der Effekt der genannten Wasser auf den Kohlen- 
hydratumsatz wohl kein einheitlicher ist, sondern durch mehrere Fak- 
toren bedingt wird. Ich selbst!) habe vor einer Reihe von Jahren fest- 
gestellt, das in einem alkalischen Milieu nach Art der Karlsbader 
Quellen der Traubenzucker im Licht eine Zersetzung erleidet, die 
ohne gleichzeitige Bestrahlung ausbleibt; es entstehen unter Mitwirkung 
der absorbierten Strahlen fliichtige Sauren, Aldehyde sowie Glucoson. 
Diese Zerfallsprodukte treten bei schwacher Erwirmung, etwa 
bei Kérpertemperatur, auf; wenn man hohere Erhitzungsgrade nicht ver- 
meidet, so gesellen sich dazu hauptsichlich thermische Zerstérungspro- 
zesse, welche auch Gase, wie Kohlenoxyd, Wasserstoff und Methan, lie- 
fern. Neuerdings zeigten W iecheewski?) und seine Mitarbeiter Sgalitzer*) und 
Stransky*), daB unter dem Einflusse des Karlsbader Wassers eine An- 
reicherung des Organismus an mineralischen Besiandteilen, besonders 
an Phosphaten, eintritt. Diese kénnten eine Einwirkung auf den 
Zuckerumsatz ausiiben. 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 32, 1. 1911. 

2) Wiechowski, Zeitschr. f. Balneol., Klimatol. u. Kurorthyg. 5, 433; 1912; 
Prager med. Wochenschr. 39, 24; 1914; Wieh. med. Wochenschr. 34; 1921. 

3) Sgalitzer, Zeitschr. f. Balneol., Klimatol. u. Kurorthyg. 7, 1. 1914. 

4) Stransky, diese Zeitschr. 122, 1. 1921. 
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9 P. Mayer: 


Mir scheint nun ein besonderer Weg gangbar, um in die Méglich- 
keiten einen gewissen Einblick zu gewinnen, die fiir eine Abanderung des 
Kohlenhydratabbaues unter dem Einflu8 von Mineralwissern bestehen. 

Vor 6 Jahren haben Newberg und Fédrber!) gefunden, daB in alka- 
lischem Milieu eine Abartung des Zuckerabbaus durch Hefe statt hat. 
Sie fanden nimlich, daB eine gesteigerte Bildung von Glycerin eintritt 
und gleichzeitig Acetaldehyd oder seine Umwandlungsprodukte in 
erhéhtem MaBe zutage treten. 

Nun hat die Forschung der letzten Jahre gelehrt, daB in wesentlichen 
Grundziigen der Zuckerumsatz im Tierkérper mit dem in der Hefezelle 
parallel geht. Die gegenwirtige Auffassung ist etwa die, daB die ersten 
Stufen des Zerfalls die selben sind, daB bei der Hefe, die ein anaerobes 
Lebewesen ist, der Vorgang aber nicht zu Ende kommt, sondern daB er 
neben Kohlendioxyd einen unvollstindig oxydierten Stoff, den Wein- 
geist, liefert. Hingegen zieht man fiir den Tierkérper mit ausgeprigt 
oxydativem Stoffumsatz in Betracht, daB ein schon vor der Alkohol- 
und Kohlensaurestufe liegendes Zwischenglied dem oxydativen Abbau 
anheimfallt. 

Wenn also der Nachweis zu fiihren war, daB der Zuckerabbau in 
einer Mineralwasserlésung eine ahnliche Abartung erfaihrt wie bei kiinst- 
licher Zufiigung alkalisch reagierender Salze, so kann man mit Re- 
serve daran denken, daB die Zufuhr alkalischer Bestandteile ebenfalls 
eine Anderung der normalen Zuckerspaltung im Tierkérper zur 
Folge hat. Neuberg, Reinfurth und Hirsch haben die altere Feststellung 
von Newberg und Fdrber nach der quantitativen Seite hin ausgebaut 
und gezeigt®), daB dabei eine Spaltung des Zuckers in Essigsiure, Athyl- 
alkohol, Kohlensiure und Glycerin einsetzt, gemiB der Gleichung 

2 C,H,,0, + H,O = CH; - COOH -+ C,H,OH + 2 CO, + 2 C,H,O,. 

Es galt nun zu ermitteln, ob gleich den von den Autoren verwendeten 
reinen Salzen auch die in den Quellen vorhandenen Salzgemische, d. h. 
Gemenge von doppelt-kohlensauren Alkalien, vorwiegend Natrium- 
bicarbonat, mit sog. Neutralsalzen, wie Glaubersalz und Chlornatrium, 
in ahnlicher Weise die vorerwihnte Art der Zuckerzerlegung herbei- 
fiihren, die man die dritte Vergdrungsform nennt. 

Versuche mit Karlsbader Mihlbrunnen zeigten in der Tat, daB sich 
der erwartete Erfolg einstellte, wenn auch nicht besonders kraftig. 
Ich konnte eine maBige Steigerung der Glycerinmenge und ein ent- 
sprechendes Absinken des Alkoholertrages im Vergleiche mit der ge- 
wohnlichen Zuckerspaltung verzeichnen. 


1) Neuberg und Féarber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916. 

2) Neuberg und Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365 und 92, 234; 1918; Neuberg 
und Hirsch, diese Zeitschr. 96, 175 und 100, 304. 1919; Neuberg, Hirsch und 
Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307. 1920. 





























Einflu8 von Mineralwasser auf den Kohlenhydratumsatz durch Hefen. 3 


Aus den Versuchen von Wiechowski und seinen Mitarbeitern iiber 
die Wirkungen des Karlsbader Wassers wei man nun aber, dai eine 
Anreicherung des menschlichen Organismus mit den zugefiigten Mineral- 
bestandteilen eintreten kann, und ich habe daher keine Bedenken 
getragen, die Versuche mit Karlsbader Salz anzustellen und zwar 
mit solchen Mengen, wie sie etwa auch therapeutische Verwendung 
finden. 

Bei dieser Versuchsanordnung waren die Ausschldge bedeutend. 
Da es mir lediglich auf die Konstatierung dieser Tatsachen ankam, habe 
ich mich beschrankt auf die Bestimmungen von Alkohol und von Gly- 
cerin, welche die stairksten Abweichungen von der Norm zeigten. 

Als gleichmaBiges Ergebnis aller Versuche kann ich angeben, dab 
unter der Einwirkung der im Karlsbader Wasser enthaltenen Mineral- 
bestandteile eine erhebliche Verringerung der Alkoholausbeute und eine 
entsprechende Erhéhung des Glycerinertrages einsetzt. Nach den von 
Neuberg, Reinfurth und Hirsch') aufgestellten Formeln kann man berech- 
nen, da der Zucker, der in allen meinen Versuchen vollstandig vergoren 
war, praktisch in Produkten der dritten Vergirungsform wiedergefunden 
wird. Dabei habe ich noch auf folgende Ergebnisse hinzuweisen: 

Das Karlsbader Wasser ist nicht eine Lésung allein von Natrium- 
bicarbonat, sondern enthalt auBer anderen Bestandteilen noch in wesent- 
licher Menge Chlornatrium sowie Natriumsulfat. Ich habe daher auch 
diese Salze in den Kreis meiner Untersuchungen gezogen und zwar 
deshalb, weil keine priazisen Angaben iiber die Natur der Vergirung 
in Lésungen solcher sog. Neutralsalze vorliegen. Ich fand nun, dab 
Natriumsulfat oder Kochsalz, jedes fiir sich, keinen Einflu8& auf die 
Art des Zuckerumsatzes ausiibt. Athylalkohol und Glycerin entstanden 
in den normalen Mengen. Wohl aber zeigten Kombinationsversuche von 
Natriumsulfat bzw. Kochsalz mit Natriumbicarbonat, daB bei einem Verhalt- 
nis der genannten Mineralstoffe, wie sie im Karlsbader Salz vorliegen, die 
Wirkung des Natriumhydrocarbonats nicht unbetrachtlich erhéht ist. Das 
trat namentlich beim Glaubersalz zutage, und das Gleiche ergab sich 
fiir die Mischung von Kochsalz mit Natriumbicarbonat, nur dab 
dabei der verstirkende Einflu8 des Chlornatriums geringer blieb. Die 
GréBe der Abanderung ist abhingig von der molekularen Konzentration, 
d. h. schwichere Salzkonzentrationen haben einen geringeren Effekt 
als starkere. 

Zusammenfassend kann ich also folgendes meinen Versuchen ent- 
nehmen: 


1. Karlsbader Wasser als solches leitet den Zerfall des Zuckers nach 
der dritten Vergdrungsform ein. 





1) Neuberg, Hirsch und Reinfurth, 1. ¢. 
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2. Karlsbader Salz bewirkt diese Form der Zuckerzersetzung in aus- 
gesprochenem Mafe. Es treten stark verminderte Mengen Alkohol und 
sehr erhéhte Glycerinquantitdten auf. 

3. Die Wirkung des im Karlsbader Salz enthaltenen Natriumbicarbonats 
wird durch das gleichzeitig vorhandene Natriumsulfat gesteigert. 

4. Ahnlich dem Glaubersalz fordert Chlornatrium, wenn auch etwas 
schwiicher. 

5. Die genannten einfachen Salze Na,SO, und NaCl allein haben 
keinen EinfluB auf die Form des Zuckerzerfalls; es tritt damit die normale 
alkoholische Gdrung ein, 

Versuche. 

Ohne die verschiedenen Modifikationen anfiihren zu wollen, in 
denen ich die Versuche angestellt habe, gebe ich fiir die wichtigsten 
Resultate nachstehende Belege. 


A. Karlsbader Wasser. 

Versuch 1:95 g Rohrzucker, entsprechend 100g Hexosen, wurden in 1 | Karls- 
bader Miihlbrunnen gelést. Hinzugefiigt wurden 100 g Hefe der Rasse XII vom 
Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin. Die Vergirungsdauer betrug 48 Stunden. 
Nach dieser Zeit waren in einem aliquoten Teile weder Saccharose noch Invert- 
zucker nachzuweisen. Zur Bestimmung des Alkohols und des Glycerins hielt ich 
mich an die im Neubergschen Laboratorium ausgearbeiteten Vorschriften. Er- 
halten wurden, berechnet auf die Gesamtmenge, 45,639 Alkohol und 3,25°, Gly- 
cerin. 

Versuch 2: Mit der gleichen Hefe wurden ebenfalls 95 g Rohrzucker ver- 
goren, aber in einem Liter Berliner Leitungswasser (an Stelle Karlsbader 
Miihlbrunnens). Der Versuch wurde gleichzeitig angesetzt und zur selben Zeit 
beendet. Die genauen Bestimmungen von Alkohol und Glycerin ergaben 48,92% 
Alkohol und 2,10% Glycerin, d. h. vollkommen normale Werte. 


Man sieht aus dieser Gegeniiberstellung, daB eine zwar nicht be- 
trachtliche, aber doch unverkennbare Wirkung des Karlsbader Wassers 
vorhanden ist, die sich in der Verminderung der Alkoholproduktion 
und in der Erhéhung der Glycerinbildung ausdriickt. 


B. Versuche mit Karlsbader Salz (pulverférmig). 

Versuch 3: 95g Saccharose (= 100 g Monosaccharid) wurden zusammen 
mit 50 g Karlsbader Salz in einem Liter Leitungswasser kalt gelést und mit 100 g 
Hefe M vergoren. Nach 35stiindiger Digestion war kein Zucker mehr nachzuweisen. 
Gefunden wurden insgesamt 39,20% Alkohol und 10,16% Glycerin. 

Versuch 4: Der Kontrollversuch, der mit Leitungswasser und gleichzeitig, 
aber ohne Karlsbader Salz, angesetzt war, lieferte 48,289 Alkohol und 2,02% 
Glycerin. 

Man erkennt, da® die Glycerinsteigerung im Mineralsalzversuch 
rund 500% gegeniiber dem normalen Ansatz betrug. 

Versuche 5 und 6: Die Wiederholung der Versuche 3 und 4 mit Hefe Senst 
unter sonst identischen Bedingungen lieferte 40,00% Alkohol und 8,43% Glycerin 
im Salzansatz, wihrend die mineralstofffreie Kontrolle 48,48% Alkohol und 
1,79% Glycerin ergab. 
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Die zusammengehorigen Versuche 7, 8, 9, 10 sind in folgender Weise an- 
gestellt: 

Im Versuch 7 wurden 100 g Glukose mit einem Liter Wasser, 50 g Karlsbader 
Salz und 100 g Hefe, Rasse XII (des Instituts fiir Gdrungsgewerbe in Berlin), 
zusammengebracht. 

Im Versuch 8 waren 100 g Hexose, 1 | Wasser und 18 g Natriumbicarbonat, 
d. h. die in 50 g Karlsbader Salz vorhandene Menge Natriumhydrocarbonat, zu- 
gegen, auBerdem 100 g derselben Hefe XII. 

Im Versuch 9 waren 100 g Dextrose in 11 Wasser mit 100 g Hefe und 9g Koch- 
salz angewendet; die Natriumchloridmenge ist diejenige, welche in 50 g Karls- 
bader Salz vorkommt. 

Versuch 10 entsprach dem Versuch 9 mit dem Unterschiede, daB statt des 
Kochsalzes 20,8 g Glaubersalz zugefiigt wurden, d. h. ein Quantum, welches 
das Natriumbicarbonat in 50 g Karlsbader Wasser begleitet. 

Die Versuchsergebnisse sind ganz eindeutig und in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 


Versuch 7 8 9 10 
Alkoholausbeuten . . . . 39,48 42,10 48,42 48,18 
Glycerinausbeuten tio eo ee 6,74 2,20 1,95 


Die Serie der Versuche 7 —10 ist gleichzeitig bei 37° im Thermostaten 
bebriitet gewesen; Versuchsdauer tiberall 48 Stunden’). 

Die Versuche 11, 12, 13 und 14 stellen weitere Ergebnisse einer 
Kombinationsreihe dar. In Versuch 11 wurde soviel Karlsbader Salz 
(78 g) in 1 Liter Wasser angewandt, dai dessen Gehalt an Natrium- 
bicarbonat genau '/, m in der Lésung war. 

Im Versuch 12 gelangte 1/, mol Natriumbicarbonat (28 g) zur Benutzung. 

Im Versuch 13 war dieselbe Menge Natriumbicarbonat (28 g) + 14 g Kochsalz, 
d. h. soviel NaCl wie in 78 g Karlsbader Salz, zugegen. 

Bei Versuch 14 geschah die Vergiirung in einer Lésung von wiederum 28 g 
Natriumbicarbonat und 32,4 g Na,SO,, entsprechend dem Gehalte beider Mineral- 
stoffe in 78 g Karlsbader Salz. 

Die Analysenresultate lasse ich wieder in Tabellenform folgen: 


Versuch 11 12 13 14 
Alkoholausbeuten .. . . 33,22 39,80 35,05 33,06 
Glycerinausbeuten . . . . 13,90 9,52 9,90 11,46 


Die Ergebnisse bediirfen keiner weiteren Erlauterung. 
u 





1) Nebenbei sei bemerkt, daB gesteigerte Salzkonzentrationen die Garung 
verlangsamen, bezw. hemmen kénnen. 











Zur Kenntnis des Mumifizierungsprozesses. 


Von 
S. Goy und E. Wende. 


(Aus dem Untersuchungsamt der Landwirtschaftskammer Kénigsberg.) 
(Eingegangen am 8. April 1922. 


Von dem derzeitigen Leiter des Instituts fiir gerichtliche Medizin, 
Herrn Privatdozent Dr. Miiller-Hess, wurden uns zwei mumifizierte 
Leichen neugeborener Kinder tibergeben, deren Miitter versucht hatten, 
diese beiseite zu schaffen. Die eine Kindesleiche wurde auf dem Boden 
verborgen, die andere in einem Ofenloch aufgefunden; dort haben die 
Leichen etwa 1 Jahr gelegen. Die Korper waren bei der Auffindung 
iuBerlich gut erhalten, im Inneren aber nahezu vollstindig hohl, die 
Mumifizierung erstreckte sich also nur auf die auBeren Partien, welche 
der Luft und damit der Austrocknung am meisten ausgesetzt waren. 
DaB es sich bei der Mumifizierung in diesen Fallen nur um ein rasches 
Austrocknen handelt, welches durch die besonderen Lagerungsverhilt- 
aisse der kleinen Leichen begiinstigt wurde, geht aus dem folgenden 
analytischen Befund hervor. Die Untersuchungen wurden an 2 ver- 
schiedenen, entgegengesetzten Stellen der Koérper ausgefiihrt, um zu 
sehen, ob die K6érperseite, auf der die Leichen gelegen hatten, anders 
zusammengesetzt war als die entgegengesetzte. Unterschiede ergaben 
sich dabei nicht; dagegen zeigten sich solche in der Zusammensetzung 
der Substanz der auBeren Hautpartien gegeniiber den noch im Innern 
der Leichen erhaltenen Muskelpartien ; der h6here Asche- und namentlich 
Kisengehalt der Hautpartien ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, daB 
die Kérper nach der Geburt kaum gereinigt worden sein dirften. 

I. Kinderleiche vom Boden: 

Von 2 verschiedenen Stellen: 


1. Partie: Hautpartie Muskelpartie 
Wassergehalt. . . . 5,03% 3,58% 
Mineralbestandteile . 3,00% 2,20% 
Eisengehalt ... . 0,6mg pro 100g 0,3 mg pro 100g 

2. Partie: Haut partie Muskelpartie 
Wassergehalt. . . . 4,94% 3,70% 
Mineralstoffe . . . . 2,98% 2,16% 


Eisengehalt . . .. 0,71 mg pro 100g 0,4 mg pro 100g 
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Zur Kenntnis des 


II. Kinderleiche aus dem Ofen: 
Von 2 verschiedenen Stellen: 


a) 
Wassergehalt . 
Mineralstoffe . 
Kisengehalt 

b) 
Wassergehalt . 
Mineralstoffe . 
Eisengehalt 


Haut partie 
7,34% 
3,12% 
051mg pro 100g 
Hautpartie 
7,03% 
3,02% 


0,62 mg pro 100g 


Mumifizierungsprozesses 7 
Muskel partie 
5,21% 
2,41% 
0,35 mg pro 100 9 
Muskelpartie 
4,95%, 


2,19% 


0,34 mg pro 100 ¢ 


Der Wassergehalt ist durch Austrocknung so herabgesetzt, da das 


Fleisch dadurch ohne weiteres haltbar ist; bei so geringem Wassergehalt 


ist jede organische Substanz ohne weiteres lingere Zeit haltbar. 

















Uber zwei Leichenwachsuntersuchungen. 


Von 
8. Goy und E. Wende. 


(Aus dem Untersuchungsamt der Landwirtschaftskammer Kd6nigsberg.) 
(Eingegangen am 8. April 1922.) 


Leiche I. 

Durch den derzeitigen Leiter des Instituts fiir gerichtliche Medizin, 
Herrn Privatdozent Dr. Miiller-Hess, wurden uns 2 Leichenwachs- 
bildungen tiberwiesen, deren Untersuchungsbefund im folgenden mit- 
geteilt sei. 

Bei dem folgenden Leichenwachs handelt es sich um einen durch 
Selbstmord durch Erhiaingen verstorbenen Mann, dessen Leiche etwa 
5 Jahre in einem ziemlich hochgelegenen K6énigsberger Friedhof be- 
graben war. Die Leichenwachsbildungen zeigten sich hauptsachlich 
an Brust und Hals, so daB die Strangulationsmarke deutlich zu erkennen 
war. Die Untersuchung erstreckte sich auf die Bestimmung folgender 
Konstanten der Substanz: 

Die Masse enthalt: 








Mit’ Ather extrahierbar (Rohfett) . . 98,29 % 
Mineralbestandteile. ........ 0,26 ,, 
Waren tee GO) SO ON 0,017 ,, 
RE TEED 5 aoa wake eke 0,013 ,, 
NOR SeI ens 6 ee + 
Das Rohfett ergab folgendes: 
Ammoniakgehalt. ... . eer a 
Refraktion des Fettes bei 40%, ee 
Verseifungszah] ..... eR ea 
Saurezahl . . PE ee ahs grog yn 
Reichert-Meissl- Zahl ree 
NE 5 acc? eK la ee ow 2,9 
Jodzahl. .. . aia cael 
Olsiure aus der Joduahi binethast fay: ee 


Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfettsiuren 246,7 

Mittleres Molekulargewicht der wasserléslichen 

fliichtigen Fettsiuren . . ces Sle 
Das Molekulargewicht liegt etwa bei dem der Caprinsaure. 
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Mittleres Molekulargewicht der wasserunlés- 


Rohe Resehaene ws eee el so 
Das Molekulargewicht liegt etwa bei dem der Tridecylsaure. 
NUE Sg) glia G2 Sea” &. wa ei , 
Das Unverseifbare enthalt: 
Cholesterin . ........ . nicht vorhanden 
OO re rar ae Fé be 
IE ge ea aoe er Spuren 
on a ar a 58,36% 
MEE gk ee 8 ee 7,32% 


Die Reaktion des Leichenwachses war sauer. 

Die Bestimmungen wurden in folgender Weise ausgefiihrt : 

1. Mineralbestandteile: 5 g¢ Leichenwachs wurden in einer Platinschale mit 
Hilfe eines Pilzbrenners verascht. 





Substanz 27,0911 Asche 22,1043 
Schale 22,0911 Schale 22,0911 
5,0000 0,0132 = 0,264°,. 


2. Bestimmung des Kalkes und der Magnesia in der Asche: 

CaO. Die Asche wurde in verdiinnter HCl gelést, mit Wasser verdiinnt, mit 
Ammoniak versetzt und solange gekocht, bis der Geruch nach Ammoniak nicht 
mehr wahrnehmbar war. Der iiuBerst geringe Niederschlag von Fe(OH), wurde 
abfiltriert und im Filtrat der Kalk bestimmt, indem das Filtrat erhitzt und nach 
Zusatz von Ammoniak und oxalsaurem Ammon noch einige Zeit gekocht wurde. 
Nachdem sich der Niederschlag auf dem Wasserbade abgesetzt hatte, wurde nach 
einigen Stunden filtriert und das oxalsaure Calcium mit heiBem Wasser aus- 
gewaschen, getrocknet und 10 Minuten im Gebliase gegliiht. 

CaO 13,3098 
Tiegel 13,3005 
9,0083 CaO = 0,017°,. 

MgO. Das Filtrat des Kalkniederschlages wurde etwas eingeaampft und nach 
dem Erkalten phosphorsaures Natrium und Ammoniak hinzugesetzt. Nach Um- 
riihren und Reiben mit dem Glasstabe an den Wandungen des Glases entstand ein 
Niederschlag von phosphors. Ammon. Magnesia. Nach etwa 24 Stunden wurde 
der Niederschlag abfiltriert, mit verdiinntem Ammoniak ausgewaschen, im Platin- 
tiegel gegliiht und gewogen. 

Niederschlag 13,3070 
Tiegel 13,3050 
0,0020 Mg, P,0, = 0,0159 Mg. 

3. Bestummung des freien Glycerins: Die Bestimmung des Glycerims wurde in 
der Weise ausgefiihrt, daB 10 g Leichenwachs in einer Schale mit Quarzsand und 
Kalkmilch innig verrieben und das Gemisch auf dem Wasserbade mit Alkohol 
extrahiert wurde. Der weitere Gang der Bestimmung erfolgte in gleicher Weise 
wie bei Fleischsaft. 








Riickstand 8,1754 
Wiageglischen 8,1714 
0,0040 — 0,04%,. 


4. Bestimmung des Ammoniaks: Fiir die Ermittlung des Ammoniakgehaltes 
des Fettes war die direkte Destillation der Substanz nicht angiingig, da infolge 
der iibergrofen Schaumbildung ein Uberspritzen nicht zu vermeiden war. 5 g Fett 
wurden daher mit verdiinnter Schwefelsiure warm ausgeschiittelt, nach dem 
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Erkalten zu einem bestimmten Volumen aufgefiillt und nach dem Abfiltrieren 
in einem aliquoten Teile das Ammoniak bestimmt: 


0,162°, N — 0,18°, Ammoniak. 


5. Bestimmung der Verseifungszahl des Fettes: Die zur Ermittlung der Ver- 
seifungszahl angewandte Fettmenge betrug 0,9316 g. Das abgewogene Fett wurde 
in einem Kdélbchen aus Jenenser Glas mit 25cem "/,-alkoholischer Kalilauge 
versetzt und unter Umschwenken '/, Stunde im kochenden Wasserbade unter 
Verwendung eines 75 cm langen Kiihlrohres erhitzt. Die noch heiBe Lésung wurde 
dann mit "/,-Salzsiiure titriert. Als Indicator wurde Phenolphtalein verwandt. 


Vorgelegt 25cem Lauge 24,5 cem ®/,-Salzsiure 


zuriicktitriert. ... ... 10,365., on 
verbraucht . . ... . 14,15 ccm 
ae ee 
14,15 - 28,055 095.7 
0,9316 


6. Bestimmung der Sdéurezahl: Die Bestimmung der Saurezahl erfolgte, indem 
0,3939 g¢ Fett mit 25 cem Alkohol in einem mit RiickfluBkiihler versehenen K6lb- 
chen auf dem Wasserbade zum Sieden erhitzt und nach Zusatz von Phenolphthalein 
hei mit alkoholischer ®/,-Kalilauge bis zur Rétung versetzt wurde. 


ores 


Die verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter betrug 2,73 ccm "/,-Lauge: 
2,73 - 28,055 


0,3939 


194,9 . 


7. Bestimmung der Reichert-Meissl-Zahl: 5g Fett wurden in einem 300 cem- 
Stehkolben aus Jenenser Glas mit 20g Glycerin und 2ccm Natronlauge (1 : 1) 
versetzt und iiber kleiner Flamme unter Umschwenken erhitzt. Die gebildete 
Seife wurde dann in der vorgeschriebenen Art weiter behandelt. 

Die bei der Titration verbrauchte Anzahl Kubikzentimeter um !/,) vermehrt, 
betrug 13,62 Reichert-Meissl-Zahl nach Abzug der bei einem blinden Versuch 
verbrauchten Kubikzentimeter. 

8. Polenske-Zahl: Nach der Bestimmung der Reichert-Meissl-Zahl wurde das 
Kiihlrohr des Destillationsapparates, die zweite Vorlage, der 110 cem-Kolben 
und das Filter 3 mal mit je 15 cem Wasser ausgewaschen und das Filtrat beseitigt. 
Danach wurden die ungelést gebliebenen Fettreste durch 3 maliges Waschen mit 
je 15cem neutralem 90 proz. Alkohol in Lésung gebracht und durch das Filter 
filtriert. Die vereinigten alkoholischen Filtrate wurden nach Zusatz von 3—4 Trop- 
fen 1 proz. Phenolphthaleinlésung mit ®/,)-Alkalilauge titriert. 

Die Anzahl der verbrauchten Kubikzentimeter betrug 2,9 = Polenske-Zahl. 

9. Bestimmung der Jodzahl nach Hiibel: 0,4898 g Fett wurden in 15 ecm Chloro- 
form gelést, mit 30 ccm Jodquecksilberchloridmischung versetzt und in der vor- 
geschriebenen Art weiterbehandelt. 


Blinder Versuch: 30 cem Jodquecksilberchloridmischung 
43,4 cem ®/,.-Thiosulfatlésung 

Hauptversuch 22,23 ,, ” 

Gebundene Menge 21,17 cem 

Jod entsprechend 


21,17 - 0,012692 = 0,2786962 


0,27869 - 100 
0,4898 


56,9 — Jodzahl. 
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10. Die Ermittlung des mittleren Molekulargewichtes der Gesamtfettsiuren 
erfolgte durch Bestimmung des zur Neutralisation von | g Fettsaure erforderlichen 
Kaliumhydroxyds in Milligrammen (Neutralisationszahl) 227,6: 


M 56 160 


= 246,7 . 
227,6 
11. Die Bestimmung des mittleren Molekulargewichts der in Wasser léslichen 


und der in Wasser unldslichen fliichtigen Fettsiuren erfolgte im AnschluB an die 
Bestimmung der Reichert-Meissl-Zahl und der Polenske-Zahl, indem die aus 
titrierten Lésungen von fettsaurem Alkali in einer Platinschale zur Trockne 
verdampft und im Wassertrockenschranke bis zum konstanten Gewicht getrocknet 
wurden. Aus dem ermittelten Gewichte der fettsauren Salze wurde das Molekular- 
gewicht der Fettsaiuren mit Hilfe der verbrauchten Alkalimenge berechnet. 

Das Unverseifbare ist in Chloroform léslich, beim Erhitzen mit Schwefelsiure 
firbt es sich erst gelb, bei starkerem Erhitzen rot, schlieBlich tritt Verkohlung 
ohne Entwicklung eines charakteristischen Geruchs ein. 

Das Unverseifbare nimmt nach den Hautpartien der Menge nach zu. Es ist 
nicht einheitlich zusammengesetzt, da der Kohlenstoffgehalt und Wasserstoff.- 
gehalt schwankt. Ein Kohlenwasserstoff liegt nicht vor. Auffallend ist der hohe 
Prozentsatz an Unverseifbarem. 

Das mittlere Molekulargewicht einer Mischung aus Stearin-Palmitin- und 
Olsiure betriigt 286,6, das ermittelte der Gesamtfettsiuren weicht nicht allzu 
erheblich davon ab. Daf es niedriger ist, liegt daran, daB auch Siuren von 
niedrigerem Molekulargewicht vorhanden sind, wie aus der Reichert Meissl-Zah| 
und der Polenske-Zahl hervorgeht, welche einen Gehalt an fliichtigen Sauren an 
zeigen; das Molekulargewicht dieser Sauren ist, wie ermittelt, niedriger. 

Rechnet man den iiberhaupt gefundenen Kalk- und Magnesiagehalt als an 
Fettsiuren gebunden, so ergibt sich ein Gehalt von héchstens 0,07°,, Kalk- und 
0,099, Magnesiaseifen, und fiir Ammoniakseifen: 2,5°). 


Im wesentlichen besteht die Masse aus freien Fettsiuren. Das bei 
der Aufspaltung des Fettes entstandene freie Glycerin ist nur noch in 
sehr geringer Menge in der Masse vorhanden. 


Leiche Il. 

Bei der zweiten Leiche handelt es sich um ein etwa | jihriges Kind, 
dessen Exhumierung wegen Giftmordverdacht angeordnet wurde. 

Die Leiche hatte etwa 1'/, Jahre im Friedhof gelegen. Gift war in 
der Leiche nicht nachweisbar, das Kind war auch, wie die Ermittlungen 
ergaben, sehr wahrscheinlich an Lungenentziindung gestorben. An 
den nur sehr wenig erhaltenen und in geringer Menge vorhandenen 
Leichenteilen unterschieden sich deutlich 2 Substanzen verschiedener 
Art, die eine war grauweiB, die andere lebhaft rosa bis rot gefarbt. 
Diese Partien wurden getrennt untersucht, da die Méglichkeit bestand, 
daB hier verschiedene Zersetzungs- bzw. Umsetzungsstufen von 


Leichensubstanz vorlagen, ein wesentlicher Unterschied konnte trotz 
der verschiedenen Farbung nicht festgestellt werden. Die Untersuchung 


ergab: 











Mit Ather extrahierbar (Rohfett) 
Wasser ; 
Mineralbe standte S. ; 
davon Kalk (CaO) . 
» Magnesia (MgO). 


Ammoniak in der fettfreien Gubstans tie -stimmt 


Freie Fettsauren . 
Das Rohfett ergab folge ‘dit ‘St 
tefraktion des Fettes bei 40° 
Verseifungszahl 
rete ; ‘ 
teichert-Meissl- Zahl 
“es nske-Zahl 
Jodzahl . 
Olsiiure aus der Joduahl heteene’ 


Mittleres Molekulargewicht der Gesamtfet Selene 
Mittleres Molekulargewicht der wasserléslichen fliich- 


tigen Sauren. 


Mittleres Molekulargewic ht ‘de “r wasse runitelic den n fliie “ 


tigen Séuren. 
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Weibe 
Substanz 
70,09%, 


31,70 
231,10 
163,80 

12,38 

1,76 

57,61 

64,07°,, 
230,3 


124,7 


309,6 


Rétliche 
Substanz 
69,91%, 
5,93% 
3,30% 
1,28%% 
1,01% 
0,43, 
13,37% 


31,80 
229,30 
163,10 

12,77 

1,92 

58,33 

64,87, 


939 2 


128,4 


317,3 


Beide Partien sind also praktisch gleich zusammengesetzt. Sie 


bestehen in der Hauptsache aus Fett, 


welches zum geringen Teil, 


etwa zu einem Achtel, in Kalk-, Magnesia-, bzw. Ammoniakseife um- 
gewandelt ist. Der iiberwiegende Teil des Fettes besteht aus freien 
Fettsiuren, der Rest aus Neutralfett. 














! 
' 





Globulin und Albumin 
aus demselben Blutserum als immunisatorische Antagonisten. 


Von 
R. Doerr und W. Berger. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 11. April 1922.) 


Im Laufe ausgedehnter Untersuchungen’), welche wir iiber die 
Struktur des Serumeiweibes, iiber seine Variabilitat, tiber den Ursprung 
und iiber die immunologischen Eigenschaften der das Serumprotein 
zusammensetzenden Komponenten ausgefiihrt haben, sahen wir uns 
auch vor die Frage gestellt, ob und in welcher Weise sich die einzelnen 
Anteile, aus welchen sich das Serumeiweif aufbaut, gegenseitig beein- 
flussen, falls sie gleichzeitig auf denselben reaktionsfahigen Organismus 
einwirken. Die Berechtigung, eine experimenteile Beantwortung dieser 
Frage zu versuchen, war selbstverstindlich zunichst von der Auf- 
fassung, die man sich tiber die Natur der Unterschiede der Fraktionen 
des SerumeiweiBes bildet, unabhangig; sie war vorhanden, gleichgiiltig 
ob man im Fibrinoglobulin, Euglobulin, Pseudoglobulin und Albumin 
strukturchemisch charakterisierte Substanzen oder willkiirliche Aus- 
schnitte aus einer Reihe sieht, die durch flieBende Variierung der physi- 
kalischen Eigenschaften eines Grundstoffes entstanden ist. Denn ab- 
gesehen von der Tatsache, daB sich beide Hypothesen gegenwartig ver- 
fechten lassen und wirklich verfochten werden, entscheidet im vor- 
liegenden Falle lediglich der Umstand, ob die Antigenfunktionen der 
aufgezihlten Fraktionen untereinander differieren oder nicht. Dariiber 
kann aber nach der Mitteilung von Dale und Hartley sowie nach unseren 
eigenen, an anderer Stelle veréffentlichten Ergebnissen gar kein Zweifel 
bestehen; zwischen Euglobulin und Albumin aus Pferdeserum lassen 


sich Spezifititsunterschiede nachweisen, die bei geeigneter Versuchs- 


anordnung fast absolut sind und in Anbetracht des gemeinsamen Vor- 

1) Doerr und Berger, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 93, 147, 1921. 
Berger, Schweiz. med. Wochenschr. 1922, Nr. 9; Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 
1922. — Doerr und Berger, Klin. Wochenschr. 1922; Zeitschr. f. Hyg. u. Infektions- 
krankh. 1922. 
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kommens beider Antigene im Blutplasma durch ihre scharfe Aus- 
pragung iiberraschen. Mit diesen Spezifitatsunterschieden erscheint 
aber die — soweit wir bisher unterrichtet sind — einzige Vorbedin- 
gung jener eigentiimlichen Interferenzphinomene erfiillt, welche auf- 
treten oder auftreten kénnen, wenn man zwei oder mehrere Antigene 
gleichzeitig oder kurz nacheinander parenteral einverleibt. 

Bekanntlich haben Benjamin und Witzinger die ersten einschlagigen Be- 
obachtungen 1911 publiziert. Sie fanden, daB groBe Dosen Pferdeserum die Sen- 
sibilisierung von Meerschweinchen mit Rinderserum verhindern, wenn sie vorher, 
gleichzeitig oder 24 Stunden spiiter injiziert werden; ferner konstatierten sie, daB 
praventive Einspritzungen von Rinderserum beim Kaninchen die Bildung von 
Pracipitinen fiir PferdeeiweiB verhindern, und daB die Produktion von Hammel- 
haimolysinen bei derselben Tierart unterbleibt, wenn man der Injektion von 
Hammelerythrocyten eine massive Dosis Pferdeserum vorausschickt. Ganz all- 
gemein formuliert lautet das aus diesen Versuchen ableitbare Gesetz: Ein an 
Masse dominierendes Antigen A unterdriickt oder schwacht die antigenen Funk- 
tionen einer kleineren, aber an sich sehr wirksamen Menge eines Antigens B, wenn 
das zeitliche Intervall zwischen der parenteralen Zufuhr von A und jener von B 
gleich Null oder relativ kurz ist. Den gréBten antagonistischen Effekt hat nach 
Benjamin und Witzinger das an Masse pravalierende A, wenn es vor B gegeben 
wird; die gleichzeitige Injektion beider Antigene wirkt etwas schwiacher und am 
wenigsten wird B_ beeintraichtigt, wenn man A nachtrdglich dem Organismus 
beibringt. Wird B durch A nicht vollig annulliert, sondern bloB abgeschwacht, 
so kann dies darin zum Ausdruck kommen, da der dem Antigen B entsprechende 
Antik6érper (resp. Immunitatszustand) erst nach einer stark verlangerten Inkubation 
auftritt, welche nicht der de facto verwendeten, sondern einer weit kleineren 
B-Dosis entsprechen wiirde. 

Diesen von Benjamin und Witzinger beschriebenen und sehr treffend 
als ,,Konkurrenz der Antigene’ bezeichneten Antagonismus haben in 
der Folge Julian Hermann Lewis und R. Weil mit Hilfe des fiir diesen 
Zweck besonders geeigneten anaphylaktischen Meerschweinchenexperi- 
mentes zu bestitigen vermocht. Es sei nur kurz erwaihnt, dab Lewis 
die sensibilisierende Wirkung von Pferdeserum verhindern konnte, 
wenn er dasselbe gemischt mit gréBeren Mengen Hunde-, Katzen- oder 
Menschenserum oder mit relativ hohen Dosen Eiereiweif einspritzte ; 
desgleichen erwies sich Hundeserum unter den gleichen Bedingungen 
als ,,Konkurrent“ von EiereiweiB. Umgekehrt stérte aber auch ein 
UberschuB von Pferdeserum das Zustandekommen der aktiven Anaphy- 
laxie gegen EiereiweiB; jedes der beiden Antigene konnte somit das 
andere unterdriicken, wenn es durch seine Masse im Vorteil war, die 
,Konkurrenz* reprdsentierte ein reziprokes, nur von quantitativen Be- 
ziehungen bestimmtes Verhdltnis zwischen 2 Antigenen von verschiedener 
Spezifitdt, aber offenbar von gleicher Intensitét der von thnen verursachten 
immunisatorischen Reizwirkung. Hinsichtlich aller itibrigen Details 
und ihrer kritischen Diskussion sei auf R. Doerr, Die Anaphylaxie- 
forschung (in Band V der Weichardtschen Ergebnisse) verwiesen. 
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Wie man erkennt, war also die Priifung der verschiedenen Frak- 
tionen, in welche das Gesamtprotein einer Serumart zerlegt werden 
kann, mit Hilfe des anaphylaktischen Konkurrenzversuches durchaus 
begriindet und schier. mit Riicksicht auf die Eigenart der hierbei in 
Betracht kommenden Antigene von ganz besonderem Interesse. Zur 
Fraktionierung des SerumeiweiBes bedienten wir uns einer speziellen 
Technik der Fallung durch Ammonsulfat mit anschlieBender Reinigung 
der gewonnenen Praparate; das Verfahren haben wir in einer anderen 
Arbeit (Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 1922) ausfiihrlich wieder- 
gegeben, so daB sich das nochmalige Eingehen auf diese Methodik 
eribrigt. Es wurden aus klarem, hamoglobinfreiem Pferdeserum 
4 Fraktionen hergestellt, und zwar: 


1. ,,Euglobulin* A, zwischen 0 und 33°, Sattigung mit Ammonsulfat; 
2. ,,Pseudoglobulin* B, ‘a 3. ¢ re os Pe 

3. ,,Albumin C* C, os 56 , 66,, 

4. ,,Albumin D‘* D, os 66 ,, 99,, oa ae i 


Zur Konkurrenz brachten wir die extremen Glieder der vorstehenden 
Ammonsulfatfallungsreihe, naimlich die mit A und D_ bezeichneten 
EiweiBlésungen, da unsere friiheren Untersuchungen ergeben hatten, 
daB zwischen A und D die gréBten Differenzen bestehen, nicht nur hin- 
sichtlich der Spezifitat, ‘sondern auch in bezug auf die biologische 
Aktivitat, d. h. die Intensitat der Antigenfunktionen. Das mit diesen 
beiden Fraktionen ausgefiihrte Experiment lie} daher die starksten 
Ausschlige, somit auch die eindeutigsten Resultate erwarten. Der 
refraktometrisch und mit der Kjeldahl-Methode bestimmte Eiweib- 
gehalt betrug ba 

fiir die Lésung A 2,3%, 

fiir die Lésung D_ 1,9%, 
war also annahernd gleich; der kleine Unterschied konnte bei der ganzen 
Anlage des Versuches fiiglich vernachlassigt werden. 

Wichtigkeit war dem Umstande beizumessen, dal} sowohl das 
Euglobulin (A) wie das Albumin (D) in Dosen angewendet wurden, 
welche innerhalb der eingehaltenen Inkubationsfrist optimal praparier- 
ten, d. h. eine maximale homologe Hypersensibilitat erzeugten; man 
durfte dann einer zu beobachtenden Stérung oder Verhinderung der 
aktiven Sensibilisierung eine um so gréBere Bedeutung beilegen. Nun 
hatten sehr genaue Vorversuche ergeben, daB einige Hundertel Kubik- 
zentimeter sowohl bei A wie bei D ein Optimum der anaphylaktogenen 
Wirkung darstellten; wir wihlten somit 0,04 cem als sensibilisierende 
Menge, statteten jedoch auBerdem den Hauptversuch mit allen erforder- 
lichen Kontrollen aus, so daB die Gesamtzahl der eingestellten Meer- 
schweinchen in 5 Gruppen zerfiel: 

I. In solche, welche mit 0,04 cem der Euglobulinlésung A subecutan vor- 
behandelt waren; 
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II. solche Meerschweinchen, die 0,04cem der Albuminlésung D erhalten 
hatten; 

III. Tiere, bei denen die aktive Sensibilisierung mit einem Gemisch der 
optimalen Dosen von Euglobulin und Albumin aa durchgefiihrt wurde, 
denen also 0,04cem A plus 0,04cem D injiziert worden waren; 

IV. Tiere, welche die optimale Dose von Huglobulin (A 0,04 ccm) plus dem 
hundertfachen Volum von Albumin (D 4,00 cem) bekamen und endlich 

V. Tiere, welche umgekehrt mit der optimalen Dosis Albumin (D 0,04 ccm) 
plus dem hundertfachen Multiplum von Euglobulin (A 4,00 cem) ge- 
spritzt wurden. 

Simtliche priparierenden Injektionen erfolgten an einem Tage. 
Die Priifung des anaphylaktischen Zustandes wurde nach Ablauf von 
21 Tagen vorgenommen, und zwar durch intravendése Injektion fallender 
Antigenquanten, so daB nicht nur das Bestehen der Hypersensibilitat, 
sondern auch der Grad derselben ermittelt werden konnte. 


Ergebnis: 


Gruppe I, prapariert mit 0,04 ceem A subcutan, nach 21 Tagen mit fallenden 
Mengen A intravendés reinjiziert: 


Gewicht d. Meerschw. _Reinjizierte Dosis A Resultat 
300 g 0,5 cem ’ 1. 3° 
280 ,, oF 14’ 
330 ,, a s. S., fallt auf die Seite, 
erholt sich aber 
320 ., 0,08 ,, 5" 
325 ,, 0,07 ,, s. S., fallt um, itiberlebt 
300 ,., 0,05 ,, dgl. 
340 ,, 0,01 ,, Null 


Gruppe II, subcutan pripariert mit 0,04cem D, nach 21 Tagen intravendés 
reinjiziert mit fallenden Mengen D: 


Gewicht d. Meerschw.  Reinjizierte Dosis D Resultat 
320 g 2,0 cem +. 9’ 
300 ,, 2 eee {- 3’ 
270,, 10...» +4 
310,, 0,5 ,, + 4! 
290 ,, 0,3 ,, +4’ 
300 ,, i ae + 4’ 
320 ,, OF 5 1. S. 


Sowohl A als D hatten demnach anaphylaktogen gewirkt; fiir die 
A-Tiere betrug die minimale tédliche Reinjektionsdosis der homologen 
Fraktion 0,08, fiir die D-Tiere 0,1 cem. 

Gruppe III, subcutan prapariert mit optimalen Mengen von A und D 
(0,04 cem A + 0,04 cem D), nach 21 Tagen intravendés reinijiziert mit 
fallenden Mengen A sowie mit fallenden Mengen D, um die GréBe der 
Hypersensibilitat gegen beide Antigene auszutitrieren. 
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a) Reinjektion mit A-Lésung. 

Gewicht d. Meerschw. Xeinjizierte Dosis A Resultat 
300 g 0,5 cem 1. 3” 
270 ,, a? +. 3’ 
310 ,, OF « ey 
320 g 0,05 ,, LS. 
300 ,, 0,02 ,, 1. S. 
340 ,, 0,01 ,, fast Null 


b) Reinjektion mit D-Lésung. 


Gewicht d. Meerschw. _Reinjizierte Dosis D Resultat 


340 ¢ 0,3 cem + 3! 
320 ,, OF ..s. +. § 
340 ., 0,08 ,, l. S. 
280 ,, 0,05 ,, fast Null 


Gleiche und optimale Dosen von Euglobulin und Albumin schienen 
sich in ihren Antigenfunktionen nicht zu beeintrachtigen. Es kamen 
nicht nur beide Formen spezifischer Uberempfindlichkeit nebeneinander 
zur Entwicklung, sondern es blieben auch die intravends letalen Re- 
injektionsmengen von A und D die nimlichen wie bei den Meerschwein- 
chen der Gruppen I und II, welche nur mit einer der beiden Lésungen 
vorbehandelt worden waren. 

Dagegen anderten sich die Reaktionen, wenn man die optimale 
Dosis eines Antigens mit einem groBen Ubersehu8 des anderen simultan 
einverleibte. 

Gruppe LV, subcutan priapariert mit 0,04cem A + 4,00cem D, nach 
21 Tagen reinjiziert mit fallenden Mengen A-Lésung: 


Gewicht d. Meerschw. Reinjizierte Dosis A Resultat 
315 ¢g 0,2 cem +. 3’ 
300 ,, O23. 1. 3’ 
260 ,, SS — s. S., iiberlebt 
320 ,, Cee” ss s. S., iiberlebt 
300 ,, 0,08 ,, s. §., + 30’ 
280 ,, 0,05 ,, s. S., fallt um, iiberlebt 


Gruppe V, subcutan priapariert mit 0,04 cem D + 4,00 eem A, nach 
21 Tagen intravenés reinjiziert mit fallenden Mengen D-Lésung: 


Gewicht d. Meerschw. _Reinjizierte Dosis D Resultat 
270 g 5,0 cem Null 
anfangs keine, dann _pro- 
310,, , 4 trahierte S., erholt sich bald 
und iiberlebt 
270,, LO a Null 
270 ,, Gs”. 1. S. 
276 ,, Se Null 
310,, OF: +5 fast Null 


f+ . . . . 
Der hundertfache UberschuB Albumin D zeigte somit so gut wie gar 
keinen Einflu8B auf optimal sensibilisierende Dosen von Euglobulin; 


») 
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dagegen wurde die Antigenfunktion optimaler Albuminquanten durch die 
gleichzeitige Zufuhr von hundertfachen Euglobulinmengen véllig aufgehoben. 

Im Gegensatze zu den Verhiltnissen, wie sie J. H. Lewis fiir Pferde- 
serum und Eiereiweif, die im anaphylaktischen Konkurrenzversuch 
ohne Anderung des Resultates vertauscht werden diirfen, ermittelt hat, 
fehlt somit zwischen Euglobulin und Albumin aus Pferdeserum die Rezi- 
prozitdt. Das Euglobulin vermag das Albumin zu verdrangen, aber nicht 
umgekehrt. Daraus erhellt, daB das Ubergewicht des Euglobulins iiber 
das Albumin im Konkurrenzversuch nicht ausschlieBlich davon abhangen 
kann, daB es in bedeutend gréBerer Masse zugefiihrt wird, sondern dab 
hier noch ein qualitativer Faktor im Spiele sein muB. Wir gehen wohl nicht 
fehl, wenn wir denselben darin suchen, daB dem Euglobulin eine héhere 
Wertigkeit, eine gréfere Intensitat der Antigenfunktion zukommt als 
dem Albumin, ein Unterschied, fiir dessen reale Existenz wir auch andere 
Argumente (niedrigere Dosis sensibilisans minima des Euglobulins, 
kiirzere Minimalinkubation) beizubringen vermochten. In den_ hier 
wiedergegebenen Versuchsreihen entfaltete das Euglobulin seine Domi- 
nanz tiber das Albumin allerdings nur unter der Voraussetzung, dab 
es auch an Masse erheblich tiberwog. Aber diese Aussage verliert ihren 
Wert, wenn man die extremen Bedingungen naher ins Auge faBt, unter 
welchen wir gearbeitet haben. Erstens wurde Euglobulin und Albumin 
simultan injiziert, wihrend die praventive Zufuhr von Euglobulin 
nach Benjamin und Witzinger sowie R. Weil zweifellos besser gewirkt 
hatte: dann aber — und das ist fiir viele andere Erscheinungen, die in 
dieses Gebiet gehéren, wichtiger — kain das Albumin in optimaler 
Praparierungsdosis zur Anwendung, und die damit sensibilisierten 
Meerschweinchen wurden nach einem fiir die volle Ausbildung der 
Albuminiiberempfindlichkeit sehr giinstigen Intervall reinjiziert, so dab 
also die Verhaltnisse — absichtlich — so gewahlt waren, daB sie der 
antagonistischen Beeinflussung des Albumins durch das Euglobulin 
zuwiderliefen. Das hatte den Zweck, den Ergebnissen gré8tmégliche 
Sicherheit zu verleihen, war aber natiirlich nicht danach angetan, 
Aufschliisse iiber die Grenzen zu bieten, bis zu welchen der Antagonismus 
von Albumin und Euglobulin noch in Erscheinung treten kann. Es 
ist daher sehr gut méglich, daB die Antigenfunktion nicht optimaler Dosen 
des Albumins auch dann gestért wird, wenn das gleichzeitig zugefiihrte 
Euglobulin an Masse nicht vorherrscht; wenn also jede quantitative 
Privalenz ausgeschaltet erscheint und die ,,héhere biologische Wertig- 
keit‘‘ rein zur Auswirkung gelangt. Wir miissen uns wegen der mit 
derartigen Experimenten verbundenen Kosten vorbehalten, die weitere 
dosologische Analyse des Phainomens nachzutragen. 

Die Tatsache aber, daB Euglobulin und Albumin, aus demselben 
Blutserum gewonnen, als antagonistische Antigene fungieren kénnen, 
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steht fest und scheint uns noch weit mehr als die von Dale und Hartley 
sowie von uns mit Sicherheit nachgewiesenen Spezifitdtsdifferenzen 
dafiir zu sprechen, daB zwischen den einzelnen Fraktionen eines Serum- 
proteins oder richtiger zwischen den in diesen Fraktionen jeweils vor- 
herrschenden und ibre Charaktere bedingenden Eiweifkérpern struktur- 
chemische und nicht rein kolloidale Unterschiede existieren!). DaB die 
antikor per produzierenden Zellen bei gleichzeitigem Angebot von zwei ein- 
ander so nahestehenden Stoffen eine so bestimmte und sichere Wahl treffen, 
scheint uns fiir die Physiologie der Erndhrung nicht ohne Bedeutung 
zu sein. 

Immunologisch flieBt aus dem einseitigen Antagonismus zwischen 
Euglobulin und Albumin das Verstandnis fiir viele, bisher unklare 
Beobachtungen und Angaben. Wenn das Kaninchen bei der Immunisie- 
rung mit Vollserum in der Regel nur Globulin-Antikérper produziert 
(Michaelis und Oppenheimer, Doerr und Russ, eigene Erfahrungen), 
wenn Meerschweinchen nach der subcutanen Injektion von Vollserum 
nur gegen Euglobulin anaphylaktisch werden (Doerr und Russ), oder 
wenn sich die Albuminiiberempfindlichkeit bei ihnen erst nach ungewohn- 
lich langer Inkubation einstellt (Dale und Hartley), wenn man von 
Vollserum gréBere Mengen zur aktiven Sensibilisierung gegen Albumin 
braucht, als dem reinen im Vollserum enthaltenen Albumin entsprechen 
wiirde, so diirfen wir in solchen Erscheinungen eben nur den Ausdruck 
des Gesetzes sehen, daB die Zellen auf den Globulinreiz leichter und 
prompter ansprechen als auf Albumin, und da sie im Stadium der 
Globulinreizung fiir Albumin absolut oder relativ unempfanglich sind. 

Ob das Studium der Antigenkonkurrenz noch andere Erkenntnisse, 
speziell auch hinsichtlich des Mechanismus der Antikérperproduktion 
und ihrer Beziehungen zum allgemeinen Zellstoffwechsel vermitteln 
wird, sollen weitere Untersuchungen lehren. 

1) Siehe jedoch die Erérterung iiber die Beziehungen der im Blutserum vor- 
handenen Sonderspezifitaten des Globulins und Albumins zu den Zustandsspezifi- 


titen von Obermayer und E. P. Pick bei Doerr und Berger, Zeitschr. f. Hyg. u. 
Infektionskrankh. 1922. 











Die Bedeutung der Blutversorgung fiir die Leistungsfahigkeit 
des Muskels. 


Von 
Edgar Atzler und Robert Herbst. 


(Aus dem Physiologischen Laboratorium der deutschen Hochschule fiir Leibes- 
iibungen im Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie.) 


(Eingegangen am 6. April 1922.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der EinfluB der Blutversorgung auf die Arbeitsleistung des Muskels 
ist schon seit langer Zeit Gegenstand eingehender Untersuchungen 
gewesen. Bereits im Jahre 1667 erschienen unabhaingig voneinander 
2 Arbeiten von Stenson und Swammerdam, welche dieses Problem 
behandelten. Einem Tier wurde die Bauchaorta unterbunden, worauf 
sehr bald eine Paralyse der hinteren Extremitat eintrat. Dieser nach 
Stenson benannte Versuch wurde oft wiederholt und modifiziert; da 
auch lingere Zeit nach der Unterbindung die Contractilitat der von der 
Blutzufuhr abgeschnittenen Muskelgruppen erhalten blieb, so neigte 
man dazu, die Animie des Riickenmarks fiir die Paralyse verantwortlich 
zu machen. Erst als das gleiche Ergebnis bei Unterbindung der Art. 
brachialis bzw. cruralis, ja sogar bei durchschnittenen Nerven erzielt 
wurde, kam man allgemein zu der Uberzeugung, daB die Absperrung 
der Blutzufuhr einen direkten EinfluB auf die Muskulatur ausiiben miisse. 

Durch die neueren Untersuchungen vou Fletcher, Hopkins, Verzar, 
v. Weizsdcker, Meyerhof u. a. wissen wir, daB der eigentliche Arbeits- 
vorgang des Muskels unabhingig vom Sauerstoff erfolgt. In der Er- 
holungspause spielt der Sauerstoff hingegen eine groBe Rolle ; man glaubte 
zunichst, daB ihm die Aufgabe zufiele, die wihrend des Arbeitsvorganges 
gebildete Milchsiure zu verbrennen. 

Meyerhof sagt jedoch’), ,,daB in der Erholungsperiode sich eine eigentiimlich 
gekoppelte Reaktion abspielt, bei der unter typischen Umstianden auf 2 Molekiile 
verbrennende Milchsaiure (= 1 Molekiil Glucose) 6 weitere Molekiile Milchsaiure 
zu Glykogen zuriickverwandelt werden. Wenn also der Muskel soviel Erholungs- 
sauerstoff aufnimmt, als zur Verbrennung von 2 Molekiilen Milchséure hinreicht, 
verschwinden hierbei im ganzen 8 Molekiile.“* 





1) Klin. Wochenschr. 1, 230. 1922. 
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Die geschilderten Ergebnisse stiitzen sich auf Tierversuche. Unter- 
suchungen am Menschen tiber das in Frage stehende Problem kénnen 
aus naheliegenden Griinden nur insoweit angestellt werden, als es sich 
um den EinfluB der Blutversorgung auf die Muskelleistung handelt. 

Mosso') bahnte in seiner klassischen Arbeit iiber die Gesetze der Ermiidung 
den Weg fiir solche Untersuchungen; sein Mitarbeiter Maggiora®) veréffentlichte 
gleichzeitig eine Arbeit, in der er unter anderem iiber ergographische Versuche in 
Blutleere berichten konnte, Experimente, die auch Mosso in seiner oben erwahnten 
Arbeit kurz streift. Bei diesen Versuchen wurde die Art. brachialis wihrend der 
Arbeit am Ergographen in nicht niher beschriebener Weise komprimiert. Dabei 
nahmen die Hubhéhen der Arbeitskurve immer mehr und mehr ab, bis sie die 
Nullinie erreichten. An der so gewonnenen Arbeitskurve fiel den Autoren besonders 
auf, daB die Kontraktionen nach Aufhéren der Anamie rascher in die Hohe stiegen 
als sie vordem bei Hebung des gleichen Gewichts gefallen waren. 

Ahnliche Untersuchungen iiber die Muskelleistung bei verminderter bzw. 
behinderter Blutzufuhr wurden von Sjéberg*) mitgeteilt; dieser Autor bediente 
sich eines stark modifizierten Mossoschen Ergographen, der sich vor allem dadurch 
von dem urspriinglichen Modell unterschied, da keine Stiitzschraube, auf deren 
richtige Einstellung Mosso groBen Wert legt, vorgesehen war. Sjéberg stellte 
einerseits Erschépfungs-, andererseits Restitutionsversuche an. Bei den Er- 
schépfungsversuchen lieB er die Versuchsperson teils in Blutleere, teils in Stauung 
wechselnden Grades arbeiten. Die Arbeit begann entweder sofort nach Anlegung 
der Stauung bzw. der Blutleere oder in Abstanden bis zu 5 Minuten nach erfolgter 
Abschniirung; bei Blutleere war es nun ziemlich gleichgiiltig, ob mit der Arbeit 
sofort oder erst 5 Minuten nach der Abschniirung begonnen wurde. Der Versuch, 
die zeitliche Distanz weiter auszudehnen, scheiterte an den dann auftretenden 
Parasthesien. Aus seinen Stauungsversuchen glaubt der Autor folgern zu kénnen, 
daB das erzielte Arbeitsquantum mit steigendem Stauungsdruck sinkt. 

Bei seinen Erholungsversuchen fand er, da8 nach Freigabe der Zirkulation 
eine Ruhepause von 7 Minuten geniigt, um einen Muskel, der in Blutleere bis zur 
volilstandigen Kontraktionsunfahigkeit gearbeitet hat, wieder voll leistungsfahig 
zu machen. Die Versuche Sjébergs sind aber offenbar in Uberlastung ausgefiihrt ; 
das geht sowohl aus der beigegebenen Abbildung des neuen Ergographen wie auch 
aus den Versuchsresultaten hervor. Nur im Uberlastungsverfahren kann wohl 
der Fall eintreten, da8 bei einem Stauungsdruck von nur 20 mm Hg und bei der 
geringen Belastung von 1 kg schon nach 100 Kontraktionen Arbeitsunfahigkeit 
eintritt; bei einigermaBen geiibten Versuchspersonen miiBte man den konstanten 
Abschnitt der Arbeitskurve erreichen, der dadurch charakterisiert ist, daB das 
Gewicht lange Zeit hindurch um den gleichen, relativ niedrigen Betrag gehoben 
werden kann. Gelingt dies nicht, so ist die Ursache weniger in einer Erschépfung 
des Muskels, als in mechanischen Verhaltnissen zu suchen. 

Wahrend der Arbeit am Ergographen nimmt namlich die Spannung des Muskels 
zunachst stark und dann immer langsamer ab; sie erreicht sehr schnell einen Wert, 
bei dem im Uberlastungsverfahren auBere Arbeit nicht mehr geleistet werden 
kann, weil die noch vorhandene Energie sich vollkommen in innerer Spannung 
erschépft. Dieser Versuchsfehler wird sonst gewohnlich dadurch ausgeschaltet, 
daB das zu hebende Gewicht nur dann unterstiitzt wird, wenn die Gelenkbiander 
des arbeitenden Fingers maximal gedehnt sind. Aus dieser Erérterung folgt aber, 


1) Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt. 89. 1890. 
2) Ebenda 191. 1890. 
8) Skandinav. Arch. f. Physiol. 28, 23. 1913. 
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daB man aus einer im Uberlastungsverfahren gewonnenen Kurve keine Riick- 
schliisse auf das Arbeitsquantum ziehen darf. In der Sjébergschen Versuchs- 
anordnung mag auch folgendes merkwiirdige Ergebnis seine Erklirung finden; 
er erreicht namlich bei einem Stauungsdruck von 40 und von 80 mm Hg bei Ein- 
setzen der Arbeit sofort wie auch 3 Minuten nach Anlegung des Druckes jedesmal 
das gleiche Arbeitsquantum. 

Die Aufgabe, die wir uns, einer Anregung von Herrn Geheimrat 
Rubner folgend, stellten, war es unter Vermeidung der gegen die Sjéberg- 
sche Anordnung mdéglichen Einwinde zu untersuchen, welche Ver- 
ainderungen die Arbeitskurve durch eine Beschrankung oder véollige 
Behinderung der Blutzufuhr erleidet. Ferner wollten wir versuchen, 
aus den Beobachtungen allgemeine formale Folgerungen zu ziehen 
und die Ergebnisse mit den modernen Theorien der Muskeltitigkeit 
soweit in Einklang zu bringen, als dies zulissig erscheint. 


Experimenteller Teil. 
1, Allgemeine Technik. 

Als Versuchspersonen dienten uns junge, kraftige Leute im Alter 
von 20—30 Jahren; sie zeichneten sich alle durch eine gut entwickelte 
Armmuskulatur (Ruderer!) aus. 

Wir registrierten die Arbeit des linken Mittelfingers mit dem iiblichen Mosso- 
schen Ergographen bei einer Belastung von 2 kg. Den jeweiligen Stawungsdruck 
erzeugten wir durch eine um den Oberarm gelegte Recklinghausensche Manschette, 
die durch eine Gasbombe aufgeblaht wurde; die Druckhéhe wurde am Riva-Rocci- 
manometer abgelesen. Bei den Versuchen mit volliger Abschniirung verwendeten 
wir, wenn dies nicht in den Protokollen anders vermerkt ist, eine Druckhéhe von 
180 mm Hg. 

Die Kontraktionen erfolgten alle 2 Sekunden nach dem Takte eines Metronoms. 
Die Versuchsperson wurde stets erneut angewiesen, bei jedem Takte méglichst 
gleichmaBig und mit méglichster Kraft das Gewicht zu heben. Bei der Einstellung 
des Ergographen wurde mit besonderer Sorgfalt die Stellung der Stiitzschraube 
beachtet. Ehe der eigentliche Versuch begann, lieBen wir die Versuchsperson stets 
3—4 Kontraktionen am Apparat ausfiihren; auf diese Weise erreichten wir eine 
Dehnung des Fingers. Um die Versuche stets an der Grenze zwischen Uberlastungs- 
und Belastungsverfahren durchzufiihren, wurde die Stellung der Stiitzschraube 
so geregelt, daB das zu hebende Gewicht nur dann gestiitzt wurde, wenn die Gelenk- 
binder maximal gedehnt waren. So gelang es uns auch bei einem Stauungsdruck 
von 100—110mm Hg nach dem anfinglichen Ermiidungsabfall die konstante 
Phase zu erreichen. 

Um uns gegen den Einwand zu schiitzen, daB die erhaltenen Resultate durch 
zentrale Momente in unkontrollierbarer Weise beeinfluBt seien, fiihrten wir auch 
eine Versuchsreihe mit elektrischer Reizung durch. Hierzu benutzten wir ein 
Schlitteninduktorium mit Wagnerschem Hammer, dessen primirer Stromkreis 
durch ein Metronom alle 2 Sekunden fiir die Dauer einer halben Sekunde geschlossen 
wurde. Die indifferente Elektrode wurde am Unterarm, die differente etwa in 
der Mitte des Oberarms auf der Hrbschen Linie gut befestigt. Da die breite Reck- 
linghausensche Manschette neben der Elektrode keinen Platz fand, muBte bei 
diesen Versuchen mit einer schmalen elastischen Gummibinde gestaut werden. 
Fiir diese Kontrollversuche geniigte es vollkommen, durch geringeres oder starkeres 
Anziehen der Binde den Stauungsdruck zu variieren. 
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Bei den elektrischen Reizen war eine Belastung von 2 kg zu schwer; selbst 
bei einer eben noch ertraglichen Reizstarke blieben die Ausschlage so klein, dab 
die einzelnen Hubhéhen auf der Kurve nicht untereinander verglichen werden 
konnten. Bei einer Belastung von 1400 ¢g erhielten wir jedoch brauchbare Aus- 
schlage; ein Rollenabstand von 5cm lieferte fast maximale Reize. 

Wir muBten uns also mit nicht maximalen Reizen begniigen; dann ist aber 
der Einwand méglich, daB unter unseren Versuchsbedingungen nicht die Arbeits- 
fahigkeit, sondern die Erregbarkeit des Muskels bzw. des Nerven vermindert war. 
Es sei aber gleich in diesem Zusammenhang bemerkt, da uns bei diesen elektrischen 
Reizversuchen nur die Frage interessierte, ob die Kurven durch psychische Ein- 
fliisse entstellt sind. Da wir bei elektrischer Reizung prinzipiell die gleichen Resul- 
tate erzielten wie bei Willkiirversuchen, so kommt dem obigen Einwand keine 
Bedeutung zu. 


2. Das Verhalten der Arbeitskurve bei normaler, verringerter und vyollig 
behinderter Blutversorgung. 


Ehe wir auf die in diesem Abschnitte zu besprechenden Versuche 
eingehen, médchten wir allgemein die hamodynamischen Verhiltnisse 
in einer gestauten Extremitat besprechen. Steht die Manschette unter 
einem niedrigen Druck, so werden nur die Hautvenen verschlossen. 
Dadurch ist der AbfluB behindert, denn die tiefer zwischen den Muskeln 
gelegenen Venen kénnen nicht den gesamten Abtransport des Blutes 
tibernehmen. Der Druck in den Hautvenen wird also solange steigen, 
bis er den Stauungsdruck gerade tiberschreitet. Wahlen wir einen héheren 
Stauungsdruck, der aber noch nicht den Blutdruck erreichen soll, so 
werden simtliche Armvenen verschlossen. Da der AbfluB vollstandig 
behindert, der ZufluB aber fast unverindert fortbesteht, so wird der 
Druck in dem gesamten abgeschlossenen GefaiBgebiet soweit steigen, 
bis er den Stauungsdruck iiberwindet. Die Folge der Abstauung ist 
eine Verringerung des Minutenvolums. Ubertrifft der Manschetten- 
druck den systolischen Blutdruck, so wird Zu- und Abflu8 vollkommen 
unmdglich gemacht. Die BlutgefaiBe bleiben dabei gefiillt. Wir diirfen 
also streng genommen nicht von einer Blutleere sprechen; der Kiirze 
halber erlauben wir uns in unseren Protokollen diese Ungenauigkeit. 

Wir haben unsere Versuchspersonen auch in Esmarchscher Blutleere 
arbeiten lassen, wobei der Arm vorher in der bekannten Weise mit einer 
elastischen Gummibinde annahernd blutleer gewickelt wurde. Wir 
erhielten bei diesem Verfahren die gleichen Arbeitskurven wie bei ein- 
fachem Aufblihen der Armmanschette iiber den systolischen Druck. 
Wir gehen jetzt zur Schilderung der eigentlichen Versuche iiber; der 
Raumersparnis halber ver6ffentlichen wir unter den einzelnen Ab- 
schnitten nur ein Beispiel fiir viele analoge Versuche mit gleichem 
Ergebnis. 


Wir besprechen zunachst die Versuche, welche wir bei einer Belastung 
von 2000 g unter normalen Zirkulationsverhiltnissen (Versuch 1), unter 
einem Stauungsdruck von 80mm Hg (Versuch 2) und in Blutleere 
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(Versuch 3) ausfiihrten. Im letzten Falle wurde die Blutleere nach 
3,5 Minuten aufgehoben!). Die Beobachtung erstreckte sich immer iiber 
einen Zeitraum von 12 Minuten. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. Die in Stab 2, 3 
und 4 verzeichneten Zahlen sind Hubhéhen in Zentimeter (siehe auch 
Abb. 1). 

Tabelle I. 





Versuch 
Zeit in I Cn eae Tl ike ata : 
Minuten normale Stauung Blutleere —> 
Verhaltnisse 80 mm Hg norm. Verhalt. 
0 Fe 7,4 7,3 
0,5 7,6 7,0 6,9 
1,0 +1 6,6 5,7 
1,5 6,7 5,8 3,5 
2.0 6,3 49 1,6 
2,5 6,2 4,4 0,6 
3,0 6,0 3,9 0,3 
3,5 5,9 3,7 0,1 
4.0 5,8 8,3 1,9 
4,5 5,6 2,9 5,6 
5,0 5,5 2,8 5,3 
5,5 5,2 3,0 4.8 
6,0 49 3,3 4.5 
6.5 47 3.3 4,7 
7,0 4.7 3,0 4.6 
7.5 4.6 3,4 4,7 
8.0 4.6 3,3 4,7 
8,5 4.3 3,5 48 
9,0 4.5 3,4 4.6 
9,5 4.6 3,4 4.5 
10,0 4.5 3,5 4,5 
10,5 44 3,3 4,2 
11,0 4.4 se 4.4 
11,5 4.5 3,3 4.4 
12,0 4,7 3,3 44 


Versuch 1: Versuchsperson E. H., 5. I. 1922. Normale Verhiltnisse, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 2: Versuchsperson E. H., 7. I. 1922. Stauung 80mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 3: Versuchsperson E. H., 10. I. 1922. Blutleere, Belastung 2000 g, 
Versuchsdauer 12 Minuten. Nach 3,5 Minuten Ubergang in normale Verhiltnisse 
(Strich). 


Man ersieht sowohl aus Tabelle I wie aus Abb. 1, daB die in Stauung 
(80 mm Hg) geschriebene Kurve im Vergleich zu der unter normalen 
Verhialtnissen gewonnenen eine steilere Senkung des Ermiidungsabfalles 
und eine geringere Hohe der konstanten Phase zeigt. Die in Blutleere 


1) Die Aufhebung der Blutleere ist in den Tabellen durch einen wagerechten 
Strich gekennzeichnet. 
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geschriebene Kurve ist durch einen noch steileren Abfall bis zur Null- 
linie charakterisiert, die sie unter unseren Versuchsbedingungen mit 
auffallender RegelmaBigkeit in etwa 3,5 Minuten erreichte. 


— Normale Verhaltnisse 


—_—-—-— -— Stauung 
att eeceece ene ec eens Blutleere —» normale 









Verhaltnisse 











bei den einzelnen Versuchen verschieden hoch war. 


3. Die Verainderung der Arbeitskurve bei variiertem Stauungsdruck. 

Die Versuchsanordnung unterscheidet sich von der im _ vorigen 
Abschnitt geschilderten nur insofern, als hier der Manschettendruck 
Das Nahere folgt 


aus den Tabellen IIT und III sowie aus Abb. 2. 


Tabelle II. 





Versuch 
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Stauung 


50 mm Hg 80 mm Hg 
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Versuch 4: Versuchsperson E. H., 6. 1. 1922. Stauung 50 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 5: Versuchsperson E. H., 16. I. 1922. Stauung 100 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. Dazuin Vergleich gezogen: Versuch 1: Normale 
Verhaltnisse; Versuch 2: Stauung 80mm Hg. 



















Normale Verhaltnisse 
—-—-—-— Stauung 0 mm Hg 
.\ —--—...—--— Stauung 80 mm Hg 
. --— Stauung 100 mm Hg 
\\ \. 
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Ss ne 
\ ‘\ pa a. i 
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= \. id Ps SS ee 
i od oceans _ 
Abb, 2. 
Tabelle III. 
Versuch 
Zeit in VI Vil Vill Ix 
Minuten normale Stauung Stauung Stauung 
Verhaltnisse 60 mm Hg 80 mm Hg 100 mm Hg 
6,8 6,7 6,4 6 
6.7 8 5.8 
0 9 
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Versuch 6: Versuchsperson F., 13. III. 1922. Normale Verhiiltnisse, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 7: Versuchsperson F., 8. III. 1922. Stauung 60mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 
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Versuch 8: Versuchsperson F., 9. IIT. 1922. Stauung 80mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 9: Versuchsperson F., 10. ILI. 1922. Stauung 100 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Wir ersehen aus dieser Zusammenstellung, daf die Leistungskurve 
mit steigendem Stauungsdruck um so rascher absinkt und daB die 
Hubhéhe in der konstanten Phase um so niedriger ist, je starker gestaut 
wird. 

4, Das Verhalten der Arbeitskurve nach Aufhebung der Abschniirung. 

Schon Maggiora') konnte bei seinen ergographischen Untersuchungen 
in Blutleere zeigen, daB nach Eintritt der Arbeitsunfahigkeit eine rasche 
Erholung einsetzt, wenn das arbeitende Glied wieder normal mit Blut 
versorgt wird. Die Hubhéhen wachsen hierbei rascher an als sie in 
Blutleere gefallen waren. 

Tabelle IV. 





Versuch 


Zeit in I Il IV xX I] XI 
Minuten 1 Blutleere —> Sts Blutleere —> Sts Blutleere —> 
ee normale “oumgatng- Stauung awEnS Stauung 


Verhaltnisse 50 mm Hg 80 mm Hg 


Verhaltnisse 50 mm Hg sO mm Hg 
0 nt 7,3 7,5 7,5 7,4 7.4 
0,5 7.6 6.9 g fe - 7.0 7,0 7.0 
1,0 7,1 5,7 6,8 6,7 6,6 6,1 
1,5 6,7 3,5 6,3 6,0 5.8 4.1 
2,0 6,3 1,6 5,8 4.4 4.9 2.9 
2,5 6,2 0.6 5,2 3.0 4.4 2.0 
3.0 6,0 0,3 4.9 0,7 3.9 0,7 
3,5 9 0.1 4.6 0.1 S74 0.1 
4.0 5.8 1,9 4.7 2,6 33 1,0 
45 5.6 5.6 4.4 3,6 2.9 | 
5.0 5,5 5,3 4.3 3,3 2,8 2.6 

5,5 5,2 4.8 4.2 3.5 3.0 2.0*) 
6,0 4,9 4.5 4.0 4,0 3.3 2.2 
6.5 4,7 4,7 4.1 41 3,3 3,0 
7.0 4,7 4.6 4.2 3.9 3.0 29 

7,5 4.6 47 4.2 4.0 3.4 2.0*) 
8.0 4.6 47 4.0 4.0 3.3 23 
8,5 4.3 48 3.8 4.0 3.5 3,4 
9.0 4.5 4.6 3,8 4,1 3.4 3.4 
9.5 4.6 45 3,8 4.1 3,4 3,0 
10,0 45 4.5 3.8 4.1 3.5 3,3 
10,5 4.4 4,2 3.7 4.0 3,3 3,4 
11,0 4.4 44 3.5 3.9 33 3.5 
11,5 4,5 4.4 3,4 3,9 3.3 3,4 
Fay 4,7 4.4 5 4,1 3,0 3.4 


*) Schwankungen, durch krampfartige Schmerzen bedingt, wie sie bei stiir- 
kerem Stauungsdruck haufig aufzutreten pflegen. 


eS. 
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Versuch 4: Versuchsperson E. H., 6. 1. 1922. Stauung 50 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 5: Versuchsperson E. H., 16. I. 1922. Stauung 100 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. Dazu in Vergleich gezogen: Versuch 1: Normale 
Verhaltnisse; Versuch 2: Stauung 80mm Hg. 














Normale Verhbaltnisse 
---——-——-— Stauung 50 mm Hg 
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iol oc cemmooe — 
Abb, 2. 


Tabelle III. 








Versuch 
Zeit in VI Vil VIII Ix 
Minuten normale Stauung Stauung Stauung 
Verhaltnisse 60 mm Hg 80 mm Hg 100 mm Hg 

0 6.8 6.7 6,4 6,6 
0,5 6,7 5.8 5,8 5,1 
1,0 6,0 49 4.8 4.3 
1,5 4.9 3,9 3,7 3,5 
2.0 4.6 3,3 3,1 2.5 
2,5 4.6 3,0 2,9 2,5 
3.0 4.4 3,0 2,8 2.0 
3,5 4.2 2.8 2.6 1,9 
40 4,2 2,9 2,6 1,9 
45 41 2,8 2.6 18 
5,0 4.0 2,9 2,¢ 1.9 
5,5 3,9 3.0 2,7 1,9 
6,0 4.0 2,9 2% 1,8 
6,5 4.0 2.8 2,¢ 1,9 
7,0 3,8 2.9 2.6 1,8 
7,5 3,9 2,9 2,4 1,9 
8.0 3,7 2,8 2,7 1,8 
8.5 3.6 2.8 2.6 1.8 
9,0 3,5 2,8 2,5 1,8 
9.5 3.7 2.8 2.5 1,9 
10,0 3,5 2,4 2,4 1,8 
10,5 3,6 2,5 2,4 1,8 
11,0 3.4 2.5 2,4 1,9 
11,5 3.5 2,5 2,3 1,8 
12,0 3,5 2.6 23 1,8 


Versuch 6: Versuchsperson F., 13. ITI. 1922. Normale Verhiltnisse, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 7: Versuchsperson F., 8. Il]. 1922. Stauung 60mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 
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Versuch 8: Versuchsperson F., 9. IIT. 1922. Stauung 80mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Versuch 9: Versuchsperson F., 10. ILI. 1922. Stauung 100 mm Hg, Belastung 
2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. 

Wir ersehen aus dieser Zusammenstellung, daB die Leistungskurve 
mit steigendem Stauungsdruck um so rascher absinkt und daB die 
Hubhoéhe in der konstanten Phase um so niedriger ist, je starker gestaut 
wird. 

4. Das Verhalten der Arbeitskurve nach Aufhebung der Abschniirung. 

Schon Maggiora') konnte bei seinen ergographischen Untersuchungen 
in Blutleere zeigen, daB nach Eintritt der Arbeitsunfihigkeit eine rasche 
Erholung einsetzt, wenn das arbeitende Glied wieder normal mit Blut 
versorgt wird. Die Hubhéhen wachsen hierbei rascher an als sie in 
Blutleere gefallen waren. 


Tabelle IV. 





Versuch 


Zeit in I Il IV x II XI 
Minuten Blutleere —> Blutleere —> ’ Blutleere —> 
_ normale normale i Stauung Stauung mpeg Stauung 
Verhaltnisse | Vernaitnisse 5° ™™ HE 56 mm ~ | He sO mm Hg 
0 "7 7,3 7,5 7,5 7,4 7,4 
0.5 7.6 6.9 7,2 7.0 7,0 7.0 
1,0 7,1 5,7 6,8 6,7 6,6 6,1 
1,5 6,7 3,5 6,3 6,0 5,8 4,1 
2.0 6,3 1,6 | 5,8 4.4 49 29 
2.5 6,2 0,6 5,2 3.0 44 2.0 
3,0 6,0 0,3 4,9 0,7 3,9 0,7 
3,5 5,9 0,1 4.6 0,1 3,7 0,1 
4.0 5,8 1.9 4,7 2,6 3,3 1,0 
45 5.6 5,6 44 3,6 2.9 3,1 
5.0 5,5 5,3 43 3,: 2,8 2,6 
5,5 5,2 4.8 4.2 3,5 20 2,0*) 
6,0 49 4.5 4.0 4,0 a0 2,2 
6,5 4,7 4.7 4.1 4, 3.3 3,0 
7,0 4,7 4.6 4.2 3,9 3.0 2.9 
7,5 4.6 47 4,2 4.0 3,4 2,0*) 
8,0 4.6 4,7 4.0 4.0 3,3 2,3 
8.5 43 4.8 3.8 4.0 3.5 3.4 
9,0 4.5 4.6 3,8 4,1 3,4 3,4 
9,5 4.6 45 3,8 41 3,4 3,0 
10,0 4,5 4.5 3,8 4,1 3.5 3,3 
10,5 4.4 4,2 3.7 4.0 3.3 3.4 
11,0 4,4 4,4 3,5 3,9 3,3 3,5 
11,5 4,5 44 3,4 3,9 3,3 3,4 
12,0 4,7 4.4 3,3 4,1 3,3 3,4 


*) Schwankungen, durch krampfartige Schmerzen bedingt, wie sie bei stiir- 
kerem Stauungsdruck haufig aufzutreten pflegen. 


Le. 
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Versuch 10: Versuchsperson E. H., 2. III. 1922. Blutleere > Stauung 50 mm 
Hg, Belastung 2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. Nach 3,5 Minuten Ubergang 
in Stauung 50 mm Hg (Strich). 

Versuch 11: Versuchsperson E. H., 12. I. 1922. Blutleere > Stauung 80 mm 
Hg, Belastung 2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten. Nach 3,5 Minuten Ubergang 
in Stauung 80 mm Hg (Strich). Dazu in Vergleich gezogen: Versuch 3: Blutleere 

>» Normale Verhaltnisse; Versuch 1: Normale Verhaltnisse; Versuch 4: Stauung 
50 mm Hg; Versuch 2: Stauung 80mm Hg. 

Uns interessierte nun die Frage, in welcher Weise die Kurve wieder 
ansteigt, wenn nach einer in Blutleere bis zur Kontraktionsunfahigkeit 
fortgesetzten Arbeit der Manschettendruck nur bis zu einem gewissen 
Stauungsdruck aufgehoben wurde (siehe Tabelle IV u. Abb. 3). 












ae Normale Verhiltnisse 
cancebotinnbaninses Blutleere —» norm. Verhiltnisse 
tie tein ian ea Stauung 50mm Hg 
—---——--.——-. Blutleere —> Stauung 50mm Hg 
o—+—+—+—+ Stauung 80mm Hg 
—-—-—-— Blutleere —> Stauung 80mm Hg 
Siehe Anmerkung zu Tabelle IV 








Abb. 3. 


Lést man nach einer in Blutleere bis zur Kontraktionsunfahigkeit 
fortgesetzten Arbeit die Abschniirung, um in normale Zirkulations- 
verhaltnisse oder in eine Stauung bestimmten Grades iiberzugehen, so 
erhalt man folgende Ergebnisse. 

Bei Ubergang in normale Zirkulationsverhaltnisse nehmen die 
Hubhohen rasch zu und erreichen in kurzer Zeit eine GréBe, die deutlich 
iiber derjenigen der konstanten Phase einer normalen Arbeitskurve 
gelegen ist. Aus Abb. 3 gewinnt man bei Betrachtung der punktiert 
gezeichneten Kurve sogar den Eindruck, da$ die Kurve rasch bis zu 
einer solchen Hohe ansteigt, die sie nach gleichlanger Versuchszeit 
besessen hatte, wenn sie von Anfang an unter normalen Kreislauf- 
bedingungen geschrieben worden wire. 
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Geht man nach Aufhebung der Blutleere unmittelbar in eine Stauung 
von bestimmtem Druck iiber, so nehmen auch hier die Hubhdéhen 
rasch zu; sie erreichen aber nie die Héhe der konstanten Phase einer 
normalen Arbeitskurve; die in Stauung erzielte konstante Phase ist 
durch eine um so geringere Hubhéhe ausgezeichnet, je héher der Stau- 
ungsdruck ist. 

Beachtenswert ist in diesen Versuchen die Schnelligkeit des Anstiegs ; 
meist erreichte die Kurve nach Aufhebung der Abschniirung mit 
10—20 gleichmaBig an Héhe zunehmenden Kontraktionen (— 20 —24 Se- 


x 


kunden) das Maximum der Erholungskurve. 


5. Die Bedeutung der Pause zwischen Anlegung der Absehniirung und 
Arbeitsbeginn. 

Sjéberg') hatte bei seinen bereits obenerwihnten Erschépfungs- 
versuchen festzustellen gesucht, wie sich die GréBe der Arbeitsleistung 
iindert, wenn die Arbeit sofort oder erst einige Minuten nach Abschnii- 
rung der Blutzufuhr aufgenommen wurde. Wegen der dabei auf- 
getretenen Paristhesien konnte er jedoch den Zeitraum zwischen Ab- 
schniirung und Arbeitsbeginn nur bis auf 5 Minuten ausdehnen. Wir 
nahmen seine Versuche wieder auf; die breite Recklinghausensche 
Manschette gestattete es, die Pause zwischen Absperrung der Blut- 
zufuhr und Arbeitsbeginn bis zu 30 Minuten auszudehnen (siehe Tabelle V 
und Abb. 4). 

Tabelle V. 





Zeit in Versuch 

Minuten I xi XII XIV XV XVI 
0 4s 6,5 6.9 6.6 2,6 0 
0,5 6,8 6,0 64 | 59 0,8 0.4 
1,0 5,7 5,3 4.6 4.5 0,1 5.8 
1,5 3.5 3.8 2.9 2.0 5,7 5,7 
2.0 | 1,6 2.6 1,4 03 5.5 5.8 
2,5 0.6 1,4 0.3 5.3 5.3 5.8 
3.0 0,3 0,5 3.9 4.8 5.0 5,7 
3,5 0,1 0,1 3,8 4.0 5,0 5,3 
4,0 1,9 3,0 3,4 4.1 4,7 5,2 
4.5 5,6 4.0 bY 4,2 4,7 47 
5,0 5,3 44 3,8 42 4.5 4.6 
5,5 4,8 4,2 4,1 4.4 4.2 4.8 
6,0 4.5 4.2 4.1 42 4.2 4.8 


Versuch 3: Versuchsperson E. H., 10. I. 1922. Blutleere > normale Verhilt- 
nisse (Strich), Belastung 2000 g, Versuchsdauer 12 Minuten, Arbeitsbeginn sofort 
nach Anlegung der Abschniirung. 

Versuch 12: Versuchsperson E. H., 3. III. 1922. Blutleere > normale Ver- 
haltnisse (Strich), Belastung 2000 g, Versuchsdauer 6 Minuten, Arbeitsbeginn 
5 Minuten nach Anlegung der Abschniirung. 


1) lic. 
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Versuch 13: Versuchsperson E. H., 4. I[]. 1922. Blutleere -> normale Ver- 
haltnisse (Strich), Belastung 2000 g, Versuchsdauer 6 Minuten, Arbeitsbeginn 
10 Minuten nach Anlegung der Abschniirung. 

Versuch 14: Versuchsperson E. H., 6, III. 1922. Blutleere > normale Verhilt- 
nisse (Strich), Belastung 2000 g, Versuchsdauer 6 Minuten, Arbeitsbeginn 15 Mi- 
nuten nach Anlegung der Abschniirung. 

Versuch 15: Versuchsperson E. H., 7. III. 1922. Blutleere > normale Ver- 
haltnisse (Strich), Belastung 2000 g, Versuchsdauer 6 Minuten, Arbeitsbeginn 
20 Minuten nach Anlegung der Abschniirung. 

Versuch 16: Versuchsperson E. H., 14. IIT. 1922. Blutleere > normale Ver- 
haltnisse, Belastung 2000 g, Versuchsdauer 6 Minuten, Arbeitsbeginn 25 Minuten 
nach Anlegung der Abschniirung. 





Blutleere —» normale Verhiltnisse 
—_—_—_— Arbeitsbeginn sofort 
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Abb. 4. 


Versuch 12, bei dem mit der Arbeit 5 Minuten nach Anlegen der 
Blutleere begonnen wurde, zeigt im absteigenden Teile der Kurve keine 
wesentliche Abweichung von dem Kurvenbilde des Versuchs 3, bei dem 
die Arbeit sofort nach der Abschniirung einstzte. Aber schon Versuch 13 
mit 10 Minuten Zwischenzeit bietet ein anderes Bild; die Kurve sinkt 
steiler ab und erreicht fast 1 Minute eher den Punkt der Kontraktions- 
unfahigkeit. Versuch 14 mit 15 Minuten Wartezeit zeigt einen noch 
steileren Abfall und die Nullinie wird noch rascher erreicht. Bei Ver- 
such 15 tritt eine neue Erscheinung auf; wahrend bei den bisher be- 
sprochenen Versuchen in Blutleere die anfingliche Hubhoéhe immer 
ungefahr den gleichen Betrag erreicht wie unter normalen Zirkulations- 
bedingungen, sehen wir hier bei einer Wartezeit von 20 Minuten eine 
betrachtlich niedrigere Anfangshubhéhe; auch erfolgte hier die Kon- 
traktionsunfahigkeit schon nach 1 Minute. Dehnt man die Wartezeit 
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auf 25 Minuten aus — Versuch 16 —, so vermag sich der Muskel iiber- 
haupt nicht mehr zu kontrahieren. 

Je gréBer also der Zwischenraum zwischen Anlegung der Abschniirung 
und Arbeitsbeginn ist, desto steiler wird der Ermiidungsabfall und um 
so eher wird der Moment der Kontraktionsunfihigkeit erreicht. Wird 
der Zeitraum bis zum Arbeitsbeginn bei einem Druck von 180 mm Hg 
auf iiber 15 Minuten verlingert, so vermindert sich rasch die Anfangs- 
héhe der Kurve. Nach einer Wartezeit von 25 Minuten kann man iiber- 
haupt keine Arbeitsleistung mehr erzielen. 

Sobald die Abschniirung aufgehoben wird, steigen die Kurven 
steil an: doch zeigen sie in der Hohe, die ihr Wiederanstieg erreicht, 
UnregelmaBigkeiten; meist kehren sie nur unter Schwankungen und 
erst nach langerer Zeit zu der Hohe zuriick, die nach den in Abschnitt 4 
geschilderten Erfahrungen zu erwarten ist. 

Bei diesen Versuchen liegt der Gedanke nahe, daB der durch die 
komprimierende Armmanschette auf die Nerven ausgeiibte Druck das 
Bild unserer Arbeitskurven beeintrachtigt. Dafiir sprechen die standig 
zunehmenden Paristhesien und das Erléschen der Druckempfindlich- 
keit. Nach Wedensky) rufen mechanische, chemische, thermische und 
elektrische Reize einen eigentiimlichen Erregungszustand hervor, den 
dieser Autor als Parabiose bezeichnet. Hierbei erleidet die betroffene 
Nervenstrecke verschiedene Verinderungen und verliert allmahlich 
die Leitungsfaihigkeit in ihrer sensiblen und motorischen Bahn. Um 
den EinfluB des Nervendruckes auf die Arbeitsfahigkeit der abhangigen 
Muskelpartien zu untersuchen, erzeugten wir die Blutleere mit Druck- 
werten, die verschieden hoch iiber dem systolischen Blutdruck der 
Versuchsperson lagen, z. B. 140, 160, 180 und 200 mm Hg. Darauf wurde 
die Zeit bestimmt, die verfloB, bis Arbeitsunfaihigkeit eintrat. Die Kontrak- 
tionen durften aber natiirlich nur in gréBeren Zeitabstanden — alle 5 Minu- 
ten eine Kontraktion — ausgefiihrt werden, denn es muBte verhindert 
werden, daB sich Stoffwechselprodukte anhiufen, von denen wir wissen, 
daB sie die Arbeitsfahigkeit des Muskels beeintriichtigen (siehe Tabelle V1). 


Tabelle VI. 





Zeit nach Ab- Versuch 


pay rd XVI XVII XIX XX 
140 mm Hg 160 mm Hg 180 mm Hg 200 mm Hg 
0 6.3 6.6 6.6 6.9 
5 6,3 6,6 6,6 6.9 
10 6,2 6.5 6.4 6,7 
15 6,0 6.3 1.8 1,3 
20 4.8 1.9 31 — 
25 2.0 0,8 ae 
30 — 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 100, 1. 1903. 
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Versuch 17; Versuchsperson R. H., 6. IIT. 1922. Blutleere: Druck 140 mm Hg, 
Belastung 2000 g. 
Versuch 18: Versuchsperson R. H., 4. III. 1922. Blutleere: Druck 160 mm Hg, 


Belastung 2000 g. 

Versuch 19: Versuchsperson R. H., 4. III. 1922. Blutleere: Druck 180 mm Hg, 
Belastung 2000 g. 

Versuch 20: Versuchsperson R. H., 4. III. 1922. Blutleere: Druck 200mm Hg, 
Belastung 2000 g. 

Die Tabelle zeigt uns deutlich, daB die Arbeitsfahigkeit um so rascher 
nachlaBt, je héher wir den Manschettendruck steigern. Ein solches 
Verhalten kann wohl nur auf den Nervendruck bezogen werden. 

Nach Aufhebung der Blutleere steigt die Arbeitskurve unter starken 
UnregelmaBigkeiten an; das wird auf psychischen Momenten beruhen. 
Wird namlich nach einer linger dauernden Blutleere die Manschette 
entfernt, so steigern sich beim Wiedereinstrémen des Blutes die Par- 
aisthesien ins Unertragliche; das mu®B aber das Bild der Arbeitskurve 
wesentlich beeinflussen. 

6. Versuche mit elektrischer Reizung. 

Gegen ergographische Untersuchungen wird haufig der Einwand 
erhoben, daB die psychische Komponente nicht gentigend beriicksichtigt 
wird. Wir haben deshalb die simtlichen bisher beschriebenen Versuche 
mit elektrischer Reizung wiederholt. 


Tabelle VII. 





Versuch 


Zeit in XxI XXII XXII 
Minuten normale 
Verhaltnisse ctauang omeneee 
| 7,6 
5 | : 6,9 
0 4,9 
2.0 
0,6 
0,2 


MOMOMWNOWSO WS WO er 
COO Re He eS eH RH OO ORF CI OD 


WDAINAHOOOE SP wWWNNE ROO 
pagel ied el eel eel el el el el ee eel el ee 
NOS Od 1 I IT DO SIO IO MD WY Go 
WO MDWOCOCOOOMDOAIOWN 


_ 
— 


Versuch 21: Versuchsperson E. H., 17. If. 1922. Normale Verhiltnisse, 
Belastung 1400 g, Rollenabstand 5,0 cm, Versuchsdauer 8 Minuten. 
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Versuch 22: Versuchsperson E. H., 27. II. 1922. Stauung, Belastung 1400 g, 
Xollenabstand 5,0cm, Versuchsdauer 8 Minuten. 

Versuch 23: Versuchsperson E. H., 20. II. 1922. Blutleere, Belastung 1400 g, 
Rollenabstand 5,0 cm, Versuchsdauer 3 Minuten. 

Auch hier finden wir bei Vergleich der in Stauung gewonnenen Kurve 
mit der unter normalen Zirkulationsverhiltnissen erhaltenen eine gerin- 
gere Hohe der konstanten Phase und bei Blutleere ein rasches Absinken 
der Kurve bis zur Kontraktionsunfahigkeit. 


Tabelle VIII. 





Versuch 


Zeit in XXI XXIV 
Minuten normale Blutleere —» 
Verhiltnisse norm. Verhalt. 


0 7.3 3,3 
0.5 6,2 y Ae 
1,0 4.6 0.7 
1,5 3.6 0.1 
2.0 1.8 2.5 * 
2,5 1,7 1,4 
3.0 1.5 0.9 
3.5 1,5 0.5 
4.0 1.6 0.4 
4.5 1.6 0.3 
5.0 1,4 0),2 
5.5 1,7 0 
6.0 He OY 
6.5 aa 1,7 
7.0 1.6 1.5 
7,5 2.0 1.6 
8,0 1.5 1, 


Versuch 24: Versuchsperson E. H., 20. I. 1922. Blutleere -> normale Verhilt- 
nisse, Belastung 1400 ¢, Versuchsdauer 8 Minuten, Rollenabstand 5,7 em, nach 
1°/, Minuten Verringerung auf 5,0cm (Sternchen). Nach 6 Minuten Ubergang 
in normale Verhialtnisse (Strich). In Vergleich gezogen: Versuch 21: normale 
Verhiltnisse. 

Die in Tabelle VIII niedergelegten Versuche bestatigen die unter 
4. mitgeteilten Ergebnisse. Auch bei elektrischer Reizung kehrt die 
Arbeitskurve mit guter Annaiherung zu der Héhe der unter normalen 
Kreislaufverhaltnissen erreichten konstanten Phase zuriick. 

Um den EinfluB des Nervendrucks auf die Arbeitsfaihigkeit des 
Muskels mit elektrischen Reizen nachzupriifen, wurden ahnliche Ver- 
suche unternommen, wie sie unter Abschnitt 5 mitgeteilt worden sind. 
Nach Wedensky mu bei einer Reizung oberhalb der Abschniirung nach 
einiger Zeit Kontraktionsunfihigkeit eintreten; denn die vom Druck 
getroffene Nervenstrecke biiBt allmahlich ihr Leitungsvermégen ein. 
Bei Reizung unterhalb der Abschniirung muB dagegen eine betrichtlich 
langere Zeit hindurch eine Arbeitsleistung erzielt werden kénnen. Wir 


Biochemische Zeitschrift Band 131. a) 
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fiihrten Versuche mit mdglichst seltenen Reizen — alle 5 Minuten — 
aus, wobei wir einmal oberhalb, das andere Mal unterhalb der Elektrode 
abschniirten. Die Versuche muBten jedoch nach kurzer Zeit abgebrochen 
werden, da bei der notwendigerweise zu verwendenden schmalen Binde 
die Paristhesien sich ins Unertrigliche steigerten, ehe deutliche Unter- 
schiede beobachtet werden konnten. 


II. Theoretischer Teil. 

Nach der heute geltenden Anschauung iiber die Muskeltatigkeit 
wird die Leistungsfahigkeit beeintrachtigt, wenn sich Stoffwechsel- 
schlacken im Muskelgewebe iiber ein gewisses MaB anreichern. Unter 
normalen Verhaltnissen werden sie durch den Blutstrom zum Teil 
weggefiihrt, zum Teil durch oxydative Vorgiinge zu neuem Brennmaterial 
aufgebaut (Resynthese). Unterbrechen wir die Blutzufuhr vollstandig 
— wie in unseren Blutleereversuchen — oder verringern wir das Minuten- 
volum — wie in unseren Stauungsversuchen —, so wird die Beseitigung 
der Stoffwechselendprodukte erschwert und die Resynthese beeintrachtigt. 
Man darf ja wohl vermuten, da bei der Arbeit die kontraktionshemmen- 
den Dissimilationsprodukte dem jeweiligen Gefille entsprechend in die 
Lymph- und Blutfliissigkeit diffundieren. Umgekehrt tritt der Sauer- 
stoff aus dem Blutstrom in die Gewebe iiber, um dort mit gewissen 
Stoffwechselprodukten in Reaktion zu treten’). 

Werden nun mit Beginn der Arbeit im Muskel Stoffwechselschlacken 
gebildet, so kénnen sie je nach dem Gefalle verschieden schnell unschad- 
lich gemacht werden. Wir sahen aber in den unter Abschnitt 2 geschil- 
derten Versuchen, daB auch in vélliger Blutleere noch eine bestimmte 
Arbeit geleistet werden kann. Die Dissimilationsprodukte kénnen sich 
also bis zu einem gewissen Grade anhaufen und trotzdem kann der 
Muskel weiter arbeiten. Beriicksichtigt man nun weiter den Abfall 
einer in Blutleere gewonnenen Arbeitskurve, so liegt der SchluB nahe, 
daB einer bestimmten Arbeitsleistung eine ganz bestimmte Konzen- 
tration der gebildeten Stoffwechselprodukte entspricht. Die Arbeits- 
leistung wire dann eine symbate Funktion der Differenz zwischen der 
augenblicklich herrschenden und der maximalen?) Konzentration an 
kontraktionshemmenden Stoffen. 

Diese Hypothese erméglicht uns ein gewisses Verstandnis des Bildes 
der gewohnlichen Arbeitskurve. Diese ist dadurch charakterisiert, 
daB die Hubhéhen mit der Dauer des Versuchs langsam an Hohe ab- 


1) Man denkt heutzutage hierbei besonders an die Milchsiure. 

2) Unter maximaler Konzentration verstehen wir nicht den méglichen Maximal- 
wert, bis zu dem sich die kontraktionshemmenden Stoffe 1m Muskel anhaufen 
kénnen, sondern den Grenzwert der Konzentration, bei dem unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen eine weitere Arbeitsleistung unméglich wird. 
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nehmen, um einem gleichbleibenden, relativ niederen Wert zuzustreben; 
fiir diesen Abschnitt hat sich der Name konstante Phase eingebiirgert. 
Zu Beginn der Arbeit sind noch keine kontraktionshemmenden Stoffe 
vorhanden, der Muskel kann also maximale Arbeit leisten; mit jeder 
folgenden Kontraktion entstehen aber Stoffwechselschlacken, die ein 
immer weiteres Absinken der Hubhéhen bewirken. Ein Teil dieser 
Schlacken wird zwar in der Ruhezeit zwischen den Kontraktionen 
beseitigt; solange wir uns in dem abfallenden Teil der Kurve befinden, 
iibertrifft die Menge der neugebildeten Dissimilationsprodukte den Be- 
trag an fortgefiihrten Stoffen. Werden aber bei der jetzt verminderten 
Arbeitsleistung nur so viel Endprodukte gebildet, als in der Pause zwischen 
den Kontraktionen wieder entfernt werden kénnen, so haben wir einen 
Gleichgewichtszustand erreicht, der in der konstanten Phase der Arbeits- 
kurve seinen Ausdruck findet. 

Verringern wir durch Stauung das Minutenvolumen, so erniedrigen 
wir auch das Diffusionsgefille; die kontraktionshemmenden Stoffe 
haiufen sich um so starker an, je mehr das Minutenvolumen durch den 
Stauungsdruck herabgesetzt wurde. Daraus erklart sich aber ohne 
weiteres der in Abschnitt 3 erhobene Befund, da die Leistungskurve 
mit steigendem Stauungsdruck immer rascher absinkt. Auch die Be- 
obachtung, daB8 die Hubhéhe der konstanten Phase um so niedriger 
ist, je gro)er der Stauungsdruck ist, unter dem gearbeitet wird, laBt 
sich mit der Hypothese in Einklang bringen. Dem geringeren Diffusions- 
gefalle entsprechend kénnen naimlich weniger Dissimilationsprodukte 
entfernt werden und aus diesem Grunde stellt sich das Gleichgewicht 
auf einen niedrigeren Stand ein. 

Bei der Arbeit in Blutleere kénnen die Stoffwechselendprodukte 
nicht mit dem Blut- und Lymphstrom fortgespiilt werden; auch die 
oben erwahnte Resynthese kann nicht einsetzen, da die Sauerstoff- 
versorgung eingestellt ist; die Dissimilationsprodukte diffundieren 
also nach den Diffusionsgesetzen in den stagnierenden Blut- und Lymph- 
raum. Da das Gefalle rasch abnimmt, erreicht die Konzentration der 
Stoffwechselprodukte in kurzer Zeit ihren Maximalwert!), bei dem nach 
der obigen Beziehung die mégliche Arbeit Null wird. 

Wird nun die Blutzirkulation wieder in Gang gebracht, so sehen wir, 
daB die Kurve rasch eine solche Hohe erstrebt, die ungefahr der kon- 
stanten Phase einer Arbeitskurve entspricht, die bei normaler Blut- 
zirkulation zu erwarten gewesen wire (Abschnitt 4). Dieser experimen- 
telle Befund diirfte in folgender Weise zu deuten sein. Im letzten Stadium 
der Blutleere haben sich die kontraktionshemmenden Stoffe in einer 
solchen Konzentration angehiuft, daB aiuBere Arbeit nicht mehr geleistet 
werden kann. La&t man nun wieder das Blut in normaler Weise kreisen, 


1) Siehe ‘Anmerkung 8. 13. 











36 Kk. Atzler und R. Herbst: 


so werden die Dissimilationsprodukte rascher weggespiilt, als sie bei den 
allmahlich an GréBe zunehmenden Kontraktionen neu gebildet werden. 
Die Arbeitskurve erreicht bald einen Gleichgewichtszustand, dessen 
Hohe bestimmt ist durch die GréBe des Minutenvolums des Blutstromes. 
Sobald genau so viel weggefiihrt wird, als bei jeder Kontraktion neu 
entsteht, befinden wir uns im konstanten Teil der Arbeitskurve. Da 
nach unserer Annahme jetzt das Minutenvolum genau so gro} ist wie 
unter normalen Zirkulationsbedingungen, so ist es verstindlich, daB 
auch die Héhe der konstanten Phase die gleiche GréBe hat wie bei einer 
Arbeitskurve unter durchaus normalen Zirkulationsbedingungen. 

Wichtig scheint uns der Umstand zu sein, da der Muskel die Fahig- 
keit besitzt, sich nach Blutleere so weit zu erholen, daB er normale Hub- 
héhe leisten kann. - Hiufen sich also zuviel Dissimilationsprodukte an, 
so ist eine Vorkehrung getroffen, um dieses Zuviel rasch wieder zu 
beseitigen. Diese Verhiltnisse kommen auch bei der normalen Arbeits- 
kurve in Frage, wenn das Gewicht fiir die betreffende Versuchsperson 
zu schwer ist. Man erhalt dann in der konstanten Phase an Stelle des 
sonst gleichmaBigen Verlaufs die nach Lombard benannten Wellen. 
Hier hiufen sich in ejnem gewissen Rhythmus, auBerlich zum Ausdruck 
gebracht durch entsprechende Arbeitsverminderung, Dissimilations- 
produkte an, die dann unter gleichzeitig steigender Arbeitsleistung 
wieder fortgefiihrt werden. Darauf tritt eine erneute Anhiufung und 
Arbeitsverminderung ein usw. 

Unsere Versuche scheinen nun zum Teil dafiir zu sprechen, daB nach 
Aufhebung der Blutleere die Arbeitskurve nicht der konstanten Phase 
zustrebt, sondern iiber diesen Wert betrachtlich hinausschieBt. Es 
sieht so aus, als ob sie eine derartige Hohe erreicht, die sie nach gleich- 
langer Versuchszeit besessen hitte, wenn sie von Anfang an bei unge- 
stérter Zirkulation geschrieben worden wire. Dieses Verhalten ist 
offenbar auf die reaktive Hyperimie zuriickzufiihren. Nach Aufhebung 
der Blutleere farbt sich der Arm krebsrot. Das Minutenvolum ist 
gegeniiber normalen Verhaltnissen vermehrt; infolgedessen kénnen in 
der Zeiteinheit mehr Dissimilationsprodukte als unter gewohnlichen 
Zirkulationsbedingungen beseitigt werden. Daraus folgt, daB die Hub- 
héhen iiber der konstanten Phase der gewohnlichen Arbeitskurve 
liegen miissen. Verschwindet die reaktive Hyperimie, so nahern wir 
uns wieder den urspriinglichen Kreislaufverhaltnissen und erreichen 
damit die Hubhéhe der konstanten Phase. 

Gehen wir nach Arbeit in Blutleere in eine Stauung bestimmten 
Druckes iiber, so sehen wir die Leistungskurve der Héhe der konstanten 
Phase zustreben, welche eine unter diesem Stauungsdruck geschriebene 
Arbeitskurve aufweist. Nach Aufhebung der Blutleere wird wegen des 
bestehenden Stauungsdruckes nur einem Blutstrom von geringerem 
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Minutenvolum als unter normalen Verhialtnissen der DurchfluB ge 
stattet. Es kann demnach nur eine geringere Menge der angehauften 
Dissimilationsprodukte wieder entfernt werden und deshalb mu& sich 
die Arbeitsleistung auf eine niedrigere Hoéhe einstellen. Die Kurve 
erreicht also ihr Gleichgewicht bei der Hubhéhe, die dem neuerlich 
durch die GefaBe strémenden Minutenvolum entspricht. 


Zusammenfassung. 


1. In Stauung wird der Ermiidungsabfall steiler und die Héhe der 
konstanten Phase der Arbeitskurve niedriger. 

2. In Blutleere wird der Ermiidungsabfall steiler als in Stauung und 
es kommt in kurzer Zeit zur Kontraktionsunfihigkeit. 

3. In Stauung andert sich die Steilheit des Ermiidungsabfalls und 
die Héhe der konstanten Phase in einem bestimmten Verhaltnis mit 
dem Stauungsdruck. Je héher der Stauungsdruck, d. h. je geringer das 
Minutenvolum des Blutstroms, desto steiler der Ermiidungsabfall und 
desto niedriger die konstante Phase. 

4. Wird nach Erreichung der Kontraktionsunfaihigkeit in Blutleere 
die Blutabsperrung wieder aufgehoben, so tritt eine sehr rasche Wieder- 
kehr der Arbeitsfaihigkeit ein, und zwar bis zu der Zuckungshdéhe, welche 
dem nunmehr durch die GefaiBe flieBenden Minutenvolum entspricht. 

5. Wird die Arbeit erst einige Zeit nach Anlegung der Blutleere 
begonnen, so wird der Ermiidungsabfall um so steiler und die Kontrak- 
tionsunfahigkeit um so eher erreicht, je gréBer die Zwischenzeit zwischen 
dem Anlegen der Abschniirung und dem Arbeitsbeginn ist. Bei einem 
Druck von 180 mm Hg in der Recklinghausenschen Manschette ist nach 
25 Minuten Zwischenzeit gar keine Arbeit mehr méglich. 

6. Der Eintritt der Arbeitsunfaihigkeit bei langerer Zwischenzeit 
zwischen dem Anlegen der Abschniirung und dem Arbeitsbeginn ist 
von dem verwendeten Druck abhingig (allmahlicher Verlust der Lei- 
tungsfihigkeit des gepreBten Nerven). 

7. Dieselben Resultate wurden bei elektrischer Reizung erhalten. 











Uber hiimolytische und koagulierende Wirkung der Metallionen. 


Von 


E. Meneghetti. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Kgl. Universitat zu Padua.) 
(Eingegangen am 8. April 1922.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 


In friiher schon veréffentlichten Untersuchungen!) habe ich die 
Metalle in ihren himolytischen und koagulierenden Eigenschaften 
vergleichend untersucht. Es gig aus jenen Arbeiten hervor, daB die 
untersuchten Metallsalze (Zn, Cd, Fe, Ca, Ni, Pb, Cu, Hg, Ag, Pd, 
Pt, Au) eine den Kationen zugrunde liegende Wirkung, die bei ver- 
schiedenen Konzentrationen und bei verschiedener Tatigkeit derselben 
verschieden ist, auf die roten Blutkérperchen ausiibten. Ganz niedrige 
Konzentrationen verursachen Himolyse, héhere dagegen Koagulation. 

Die Metalle weisen sowohl in der himolytischen wie in der koagu- 
lierenden Wirkung Verschiedenheiten auf, je nach der Stelle, die 
sie in der elektrischen Spannungsreihe einnehmen; und es ist im all- 
gemeinen die Behauptung erlaubt, daB sie um so wirksamer sind, je 
niedriger ihre Lésungstension ist. 

Ich beabsichtige nun mit den Versuchen, die ich hier anfiihren werde, 
die Nachforschungen der schon erwaihnten Arbeiten vollstandig zu 
ergiinzen und, wihrend ich friiher hauptsachlich die Himolyse behandelte, 
jetzt mit gréBerer Ausfiihrlichkeit die Koagulation ins Auge zu fassen, 
da diese, wie bekannt, mit dem Prozesse der histologischen Fixierung 
in Verbindung tritt; auBerdem méchte ich die Konzentrationen, die 
einen Zwischenwert besitzen, die nimlich weder ausgesprochen hiimo- 
lytisch noch ausgesprochen koagulierend wirken, behandeln, deren 
Studium besondere Wichtigkeit zur Erklirung dieser Phinomene in 
ihrem ersten Auftreten und in der weiteren Ausbildung besitzt. 


1) FE. Meneghetti, Arch. di scienze biol. 2, 285.. 1921. 
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2. Technik. 

Die angewandte Technik waz im allgemeinen der von mir in der erwihnten 
Arbeit besprochenen gleich; ich will sie daher nur kurz zusammengefaBt wieder- 
geben. 

Man benutzte rote Blutkérperchen von Kaninchen; den Tieren, die blob 
zu einem Versuche gebraucht wurden, wurde von der Halsvene Blut abgezapft. 
Die roten Blutkérperchen wurden 5mal auf der Zentrifuge gewaschen, das 
erstemal mit einer isotonischen NaCl-Lésung, spiter mit isotonischen NaCl- 
oder Na,SO,- oder KNO,-Lésungen, je nach dem es experimentell erforderlich war. 

Fiir das Kaninchenserum gibt die Literatur schwankende Werte von 4 = 
0,571) bis 0,59 2) an, vielleicht in bezug auf verschiedene Rassen und auf verschie- 
denes Klima. Bei Annahme des Mittelwertes habe ich immer Waschlésungen 
mit einem 4 = 0,58 gebraucht und die entsprechenden Konzentrationen durch 
Interpolation der Literaturangaben*) erhalten. _Nachdem ich auf diese Weise 
die Aufschwemmung der Blutkérperchen erhalten hatte, wurden diese mit dem 
Thoma-Zeiss griindlich nachgezihlt. Die zu untersuchenden Metallsalze wurden 
entweder direkt praipariert oder durch wiederholtes Krystallisieren gereinigt. Ge- 
wohnlich bereitete ich sofort eine Metallsalzlésung mit 4 = 0,58. In manchen Fallen 
war dies jedoch nicht méglich, und es wurde eine Mischlésung von NaCl und dem 
Salze, mit dem experimentiert werden sollte, bereitet, und zwar in der Weise, daB 4 
immer den Wert 0,58 behielt. Die notwendigen Konzentrationen erreichte ich 
entweder durch Interpolation der Literaturangaben, oder durch direkte Bestim- 
mung des Gefrierpunktes. Von dieser ersten Lésung ausgehend erhielt ich durch 
darauffolgende Verdiinnungen mit derselben isotonischen Lésung, die zur Waschung 
der Blutkérperchen gebraucht wurde, eine Reihe von isotonischen Lésungen des 
Metallsalzes mit fortschreitend héheren Konzentrationen. Das fiir jede Lésung 
benutzte Volumen betrug 10 ccm; man bediente sich gewohnlicher Probeglaschen. 
Jedem Probeglischen wurde mit einer Prizisionspipette 0,2 com Blutkérperchen- 
suspension zugegeben, darauf wurde fest geschiittelt und zugepfropft. Alle Probe- 
gliaschen — man gab auch Kontrollprobeglischen dazu — wurden im Thermostat 
auf 20° gesetzt und nach 24 Stunden wurde nachgeschaut, ob Himolyse eingetreten 
war, wobei man auch spektroskopische Betrachtungen anstellte. Der Niederschlag in 
den Probeglischen wurde, wenn ein solcher vorhanden war, mikroskopisch unter- 
sucht, das fliissige dekantiert und mit destilliertem Wasser ersetzt und dabei unter- 
sucht, ob irreversible Koagulation da war. 

Als Index der himolysierenden Tatigkeit eines Salzes habe ich die Minimal- 
menge, die noch Hamolyse gibt in Gramm-Aqu. fiir je ein Blutkérperchen, ange- 
nommen und als Index der koagulierenden Tatigkeit die Minimalmenge, die, 
ohne die geringste Spur von Himolyse zu geben, durch Zusatz von destilliertem 
Wasser irreversible Koagulation gibt. 


Die Ursachen und die Untersuchungen, auf Grund welcher ich es 
fiir gerechtfertigt und notwendig hielt, solche Globularwerte zu_be- 
stimmen, wurden auch in der erwihnten Arbeit vorgebracht. 

Bei den Untersuchungen, die ich jetzt vorbringen werde, war die 
angewandte Technik wie schon erwahnt, die gleiche; sie wurden jedoch 
nicht bei Thermostattemperatur, sondern bei gewéhnlicher Zimmer- 





1) G. Moruzzi, Arch. di Fisiol. 5, 185. 1908. 

*) F. Bottazzi, Ergebn. d. Physiol. 8, 287. 1908. 

3) Landolt- Bornstein, Physikalisch-chemische Tabellen. 4. Aufl. S. 801. 
Berlin 1912. 
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temperatur (zwischen 10—16°) angestellt, um, soweit es méglich war, 
auch die Zeit des Erscheinens der Himolyse feststellen und die Koagu- 
lation in ihrer Bildung studieren zu kénnen. Und wihrend ich in den 
friiheren Versuchen getrachtet habe, die Salze in méglichst gutem 
Dissoziationszustande zu erhalten, habe ich jetzt in vielen Versuchen 
die Zuriickdringung der elektrolytischen Dissoziation zu _erreichen 
gesucht. Dies alles wird aus folgendem klar hervorgehen. 


3. Hiimolyse. 
a) Erwiigungen im allgemeinen. 

Wenn man bedenkt, daB die untersuchten Salze aus einer Base und 
einer starken Saiure bestehen, so wird man im allgemeinen in der Lésung 
MA2M + A’ und fiir die hydrolytische Dissoziation M + A’ + H 
+- OH’ 2 MOH + H + A’ haben, und die Himolyse entweder dem 
ungespaltenen Molekiil oder den Produkten der elektrolytischen 
Dissoziation zuschreiben. 

Auf Grund von Versuchen, Ausrechnungen und Vergleichungen in 
der erwihnten Arbeit habe ich die Bildung der Hamolyse durch das 
Hydrat des Metalls und durch die sich aus der hydrolytischen Disso- 
ziation gebildete Siure ausgeschlossen. Infolge anderer, verschiedener 
irwigungen nahm ich an, daf das ungespaltene Molekiil nicht das 
Agens der Himolyse sei. Man bedenke auch, daB bei auBerst niedrigen 
Konzentrationen, welche Himolyse bewirken, die elektrolytische Disso- 
ziation fiir einige Salze als vollkommen angenommen werden kann. In 
einem Versuche habe ich die Himolyse mit AgNO, bei einer Konzen- 
tration von 155-10°°g Aqu. pro Liter bemerkt. In einem anderen 
Versuche erschien die Himolyse nach friiher stattgefundener Vermin- 
derung der Zahl der roten Blutkérperchen, die untersucht wurden, bei 
einer AgNO,-Konzentration von 86,5-10~* g Aqu. pro Liter. Und bei 
Anwendung einer noch geringeren Anzahl von Blutkérperchen wiirde 
man sicherlich bei noch diinneren Konzentrationen die Hamolyse 
erhalten. Denn bekanntlich') betrigt ja die elektrolytische Dissoziation 
fiir AgNO, in "/,)-Lésung « = 0,86; und da dieser Wert bei wachsender 
Verdiinnung zunimmt, liegt es klar auf der Hand, dafB bei allen oben- 
erwihnten sehr kleinen Konzentrationen die Dissoziation als voll- 
kommen erachtet werden kénne. Ein direkter Beweis, daB die Kationen 
die Erreger der Hamolyse sind, wird von der Tatsache geliefert, dal 
die himolytische Tatigkeit parallel mit der lonenkonzentration sich 
iindert. Von den zu diesem Zwecke mit verschiedenen Metallsalzen 
angestellten Versuchen werde ich der Kiirze halber jene mit AgNO, und 
mit HgCl, vorbringen; ersteres (AgNO,) als Typus von stark ionisierten 
Elektrolyten; letzteres als Vertreter von wenig ionisierten Elektrolyten. 


1) W. Ostwald, Chem, En. 2. Leipzig. 
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b) Versuche mit Silbersalzen. 

I. Wie die hamolytische Tatigkeit bei Abnahme der Konzentration 
der Ag-lonen abnimmt. 

Ich habe 3 Versuchsgruppen mit AgNO,-Lésungen angestellt, die 
ich bei bestimmten Konzentrationen mit NaCl- oder Na,S,O,- oder 
Saccharoselésungen mischte!). 

Bei Versuchen mit AgNO, und NaCl wird die experimentelle Még- 
lichkeit von der aéuBerst niedrigen Léslichkeit des AgCl, die ja bekannt- 
lich?) ungefahr 0,0013 g pro Liter betragt, sehr beschriinkt. Ich bereitete 
eine 0,0003 g °% AgNO,-Lésung zu, mischte dann 50 cem dieser Lésung 
mit 50cem 2g % NaCl-Lésung und erhielt durch dieses Verfahren 
eine 0,00015 g °% AgNO,- und eine Il g °%% NaCl-Lésung. In Wirklich- 
keit kann man aber bei solehem Verfahren annehmen, eine Chlornatrium- 
und Silberchloridlésung mit Konzentration dieses letzten Salzes von 
0,00124 g pro Liter vor sich zu haben. Diese Lésung wurde mit 1 g °, 
NaCl-Lésung verdiinnt. Auf diese Weise erhielt ich eine Reihe isoto- 
nischer NaCl-Lésungen mit verschiedenen Ag-Konzentrationen. 

Zum Vergleiche mischte ich 50 cem 0,0003 g °,, AgNO,-Lésung mit 
50 cem 2,750 proz. KNO,-Lésung. (Die Lésung dieses letzteren Salzes 
betragt bei 4 = 0,58 ungefiihr 1,875 g °,.) Diese erste Lésung wurde 
noch weiter, in demselben Verhiltnisse wie die AgNO,-Lésung friiher 
mit NaCl, mit 1,875 g °%, KNO,-Lésung verdiinnt. Auf diese Weise 
erhielt ich 2 Lésungsreihen, von denen jede in der gleichen molekularen 
Konzentration Ag enthielt; die eine jedoch (Reihe «) in isotonischer 
KNO,-, die andere (Reihe f) in isotonischer NaCl-Lésung. 

Beiden Lésungen wurden 0,2 cem Aufschwemmung mit 2 550 000 
roten Blutkérperchen pro Kubikmillimeter hinzugefiigt. 

Ergebnisse und numerische Angaben sind in der Tabelle I zusammen- 
gefaBt. 

Vergleicht man die Ergebnisse der Untersuchungen in der Reihe 4 
mit denen der Reihe f, so ersieht man daraus ganz klar, daf einer 
niedrigeren Konzentration der Ag-lonen auch eine niedrigere himo- 
lytische Tatigkeit entspricht. 

1) Natiirlich war das mégliche Versuchsfeld bei diesen Forschungen nicht 
so breit wie das, welches Krénig, Paul und Spiro bei ihren bekannten Versuchen 
iiber die antiseptische Wirkung der Ag’’- und Hg’’-Ionen zur Verfiigung stand. In 
unserem Falle ist man am Gebrauche von Kérpern, die fiir die roten Blutkérperchen 
keine besondere Giftwirkung haben, gebunden. So wird z. B. die Bestimmung einer 
Zuriickdringung der elektrolytischen Dissoziation bei AgNO, durch Hinzufiigen 
von NH, oder KCN nicht mégiich sein, denn durch die auf solche Weise verursachte 
Alkalinitat lieBe sich jede sichere Folgerung ausschlieBen. Uberdies erlaubt nicht 
das notwendige Festhalten der Isotonie, ein Uberschreiten gewisser Temperatur- 
grenzen. 

2) Kohlrausch und Holborn, Das Leitvermégen der Elektrolyte. 8. 216. Leipzig 
1916. 
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Tabelle I. 








Aufschwemmung mit 2550000 Blutkérperchen pro cmm. 





Reihe « Reihe 2 
ee ee ee ma Statt KNO, wird 
. ‘ ‘ . ? eine 1 g-proz. 
he commen ausgefiihrt mit Die Lésung enthalt as te Ne0l-Loeane 
; 1,875g-proz. _—_— Blut- t - esultate | gebraucht; das 
Ag HO, KNO,- kérperchen-- AgNO, g Aqu. 48 NOs @ Aau. — ibrige gleich wie 
% : Lésung aufschw. pro Liter pro Blut- | 24Stunden| jn Reihe «. Re- 
g Aqu. pro Liter ccm com eem korperchen sultate n. 24Std 
b c d e f g h h’ 
88,235-10-*! 1 9 0,2 865-10-'° | 16,9-10-'" 
88,235-10-°| 2 8 0,2 178: +10-*. |:33.9+10-** 
88,235-10-* 3 7 0,2 259 -10-° | 50,9-10-* 
88,235-10-" 4 6 0,2 346-10-" 67,8-10-'9 
88,235-10-*| 5 5 0,2 432-10-* 848-10-'9 
88,235-10-* 6 4 0,2 519-10-* 10,1-10-'S Spiirchen 
188,235-10-%| 7 3 0,2 605:10-* | 11,8-10-% + + 
88,235-10-*| 8 2 0,2 692-10-* | 13,5-10-** ! 
88,235-10-*! 9 1 0,2 10°30" | 16,2 * 10-* P+ + 
88,235 -10-* 10 0,2 865-10-" | 16,9-10-** + 
88,235-10-* 2 8 0,2 173-10-* | 33,9-10-' | + + 
88,235-10-° 3 7 0,2 259-10-* | 50,9-10-'§ |} ++++4+ 
88,235-10-°| 4 6 0,2 346° 10-* | 67,8-10-'% +++4 rs 
88,235-10-°; 5 5 0,2 432-10-° | 84,8-10-'§ |+++4+4+ + + 
88,235-10-"| 6 + 0,2 519-10-* | 101-1077 | +4 +t ee oe 
88,235-10-°) 7 3 (2 605-10-* | 11,8-10-'? |} ++44 +++ 
88,235-10-*| 8 2 0,2 692-10-*® | 18,5-10-"7 +++44 ine pak 
88,235-10-*%, 9 1 0,2 778-107-® | 152-107" |_++++] ++4++4+4 
88.235-10-* 10,  — 0.2 | 865-10-* | 169-10- | ++4 Pe+4 


Die Minimalmenge AgNO, pro Blutkérperchen, die noch eine Spur 








von Hamolyse in KNO,-Lésung gibt, kann zwischen g Aqu. 84,8 - 10>!" 
und 10,1-10-!* mit einem Mittelwerte von g Aqu. 92,9- 10_'° inbe- 
griffen werden. Die Minimalmenge, die noch Spuren von Hamolyse in 
NaCl-Lésung bewirkt, kann zwischen g Aqu. 33,9 - 10> !* und 50,9 - 10-1* 
mit einem Mittelwerte von g Aqu. 42,4-10~'* inbegriffen werden, so 
daB zum Erhalten derselben Wirkung in Gegenwart von NaCl eine fast 
5mal gréBere Menge von AgNO, erforderlich ist, als die in Gegenwart 
von KNO, notwendig ist. 

Bei Versuchen mit AgNO, und Na,§8,0O, ist die Versuchsméglichkeit 
schon von vornherein dadurch beschrankt, daB das Thiosulfat in Uber- 
schuB8 vorhanden sein muB, um die Niederschlagsbildung von Ag,S,O, 
oder Na(AgS,O,) zu verhiiten und um das Komplexsalz Na,{Ag,(S,0,)] 
zu erhalten. In diesem Salze bildet das Ag ein Glied des komplexen 
Anions, weswegen viele eigentiimliche Reaktionen des Silbers aus- 
bleiben!). Die Lésung des Natriumthiosulfates bei 4 = 0,58 betrigt 
ungefahr 3,45 g/% (Na,S,0, + 5 H,O). 








1) E. Cohen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 61. 1895. — W. Th. Richard and 
H. B. Faber, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 169. 1900. 
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Kine durch Verdiinnung des AgNO, mit einer solchen Lésung 
angestellte Versuchsreihe wurde mit einer anderen verglichen, bei der 
die Verdiinnung mit KNO, stattgefunden hatte. Auch der Zeitpunkt 
des Erscheinens der Himolyse konnte beriicksichtigt werden. Ergeb- 
nisse und numerische Angaben sind in der Tabelle I] zusammengefaBt. 

Aus den Angaben der Spalten g, h, i, h’, i’ dieser Tabelle habe ich 
die graphische Darstellung I erhalten; auf der Koordinate wurde der 
Zeitpunkt des Erscheinens der Hiimolyse, auf der Abscisse die AgNO,- 
Menge pro Blutkérperchen aufgetragen. 
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Abb. 1. 


Es geht aus der Tabelle und Abbildung klar hervor, daB bei Abnahme 
der Silberionenkonzentration auch die himolysierende Tatigkeit ab- 
nimmt. Die Minimalmenge AgNO, pro Blutkérperchen, die noch Spuren 
von Hiimolyse in Gegenwart von KNO, gibt, kann zwischen g Aqu. 
11,9 - 10-'* und 17,9-10~'* mit einem Mittelwerte von g Aqu. 14,9- 10° '* 
und in Gegenwart von Na,S,0, zwischen g Aqu. 41,8- 10~'' und 47,7 
-10-' mit einem Mittelwerte von g Aqu. 44,75- 10°" inbegriffen 
werden. Um die gleiche Wirkung zu erhalten, ist also in Gegenwart 
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von Na,S,O, eine ungefihr 30mal gréBere 
AgNO,-Menge notwendig als in Gegenwart 
von KNO,. 

Bei Versuchen mit AgNO, und Rohrzucker 
findet eine Abnahme der Konzentration der 
Silberionen infolge des durch die redu- 
zierenden Eigenschaften der Saccharose!) 
gebildeten kolloidalen Silbers statt. Die 
Lésung des Rohrzuckers mit 4 = 0,58 be- 
triigt ungefihr 10,3 g °,2). 

Kine durch Verdiinnung des AgNO, mit 
einer solchen Lésung angestellte Versuchs- 
reihe wurde mit einer anderen Versuchs- 
reihe, bei welcher die Verdiinnung mit 
KNO, vorgenommen wurde, verglichen. 

Ergebnisse und numerische Angaben sind 
in Tabelle IL] zusammengefabt. 

Man bemerkt sofort, wie in Gegenwart 
von Rohrzucker eine bedeutende Abnahme 
der hamolytischen Tatigkeit des AgNO, 
stattfindet; und zwar kann die Minimal- 
menge, die noch eine Spur von Himolyse 


18 und 


aufweist, zwischen g Aqu. 59,7 - 10 
11,9-10°-", mit einem Mittelwerte von 
g Aqu. 89,35-10-'* pro Blutkérperchen in- 
begriffen werden; um die gleiche Wirkung 
zu erhalten, ist also in Gegenwart von Rohr- 
zucker eine ungefaihr 6mal gréBere AgNO,- 
Menge notwendig als in Gegenwart von 


KNO,'3). 


1) Vogel, Schweiz. Journ. f. Chem. u. Phys. 
13, 162. 1815. (The Svedberg, Meth. z. Herst. 
koll. Lés. Dresden 1909.) 

2) C,,H..01, g 10,3% 4 0,58. 

3) Diese Versuche mit Rohrzucker sind nur zur 
Vervollstandigung der anderen schon erwahnten 
angefiihrt; als Versuche fiir sich allein hatten sie 
keinen beweisfiihrenden Wert. Denn die Bildung 
von kolloidalem Ag hat nicht nur eine Abnahme der 
Ionenkonzentration, sondern auch eine Abnahme 
der molekularen Konzentration zur Folge. — AuBer- 
dem muB noch die besondere Wirkung des Rohr- 
zuckers auf die roten Blutkérperchen in Betracht 
gezogen werden. (I. Banq, diese Zeitschr. 16, 253. 
1909. ) 
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Tabelle IIT, 
Reihe « Reihe 2 
Ser Se eo a f cei. Statt KNO, wird 
Versuch ausgefiihrt mit Die Lésung pry 
‘ a a" eine , ebraucht; das 
Nr. Ag NO, ga + pee m Blut- . ae WO, ¢ ice — Sbrige gleich wie 
yw — etn ag pro Blut- | 24 Stunden Bc mg be ' 
“ F . ) 4 an > ach 
g Aqu. pro Liter ccm oom com | korperchen 24 Stunden. 
a b c d e f g h h’ 
1 17647-1078 1 i) 0,2 178:+: 107 *:} .59.7.- 10-* 
2 176,47-10-* 2 & 0,2 346-10-° 11,9-10-"* 
3 176,47-10-8 3 7 0,2 519-10-* 17,9+107~'* | Spiirchen 
4 176,47-10-° 4 6 0,2 Gee i0-* "| ga.8 10" + 
5 |176,47-10-*| 5 5 0,2 865-10-° | 29,8-10-'* +—+4+4 
6 176,47-10°° 6 4 0,2 108 -10-* | 36,8 -10-** —-+-+ 
7 176,47-10-*| 7 3 0,2 121+ 10-*" | 41:8:- 10°" 
8 176,47-10-* 8 2 0,2 138-107" | 47,7-10-™ 
9 176,47-10°% 9 l 0,2 155-10-* | 53,7-10-** | +- 
10 176,47-10~>* 10 - 0,2 173 -10~-* | 59,7-10-** | + - 
11 176,47-10-7 2 8 0,2 | 346-10-* | 11,9-10-"|++4 + 
12 176,47-10-7, 3 7 02 | 519-10-* | 17,9-10-'7|++44 
13 |}176,47-10-"| 4 6 0,2 | €22>10-* | 23.8-19-** + + +4 + + + 
14 176,47-10-7 5) 5 0.2 865-1078 | 298-100-127 i +++ 
15 176,47-10 6 | 4 0.2 103-1077 35,8 - 107%" { t- -$- + + 
16 176,47-10-7 7} 3 0,2 131-1077 ..| 41,8 + 10-*" + t : 5a ies eee 
17 17647-1077 8 2 0,2 138-10-7 | 47,7-10-" b+ bots 
18 176,47-10-7 9 1 0,2 155-1077 | 53,7- 10-17 | + + + + + 
19 17647-1077 10 0.2 173-1077 | 59,7-10-"7|+++4 oat ae 
20 176,47-10°-* 2 8 0,2 346- 10-7 | 11,9-10-%|++44 t t 
21° #176,47-10-° § 7 0,2 519- 10-7 | 17,9-10-'*§ | ++4 + + 
22 176,47-10-* 4} 6 0,2 692-1077 | 23,8-10-"* + +--+ ++ 
23 176,47-10-* 5) 5 0,2 865 - 10-7 | 29,8-10-'* +++ + 
24 176,47-10-*, 6 4 0,2 103-10-* | 35,8-10-* + t + 
25 |176,47-10-*| 7 3 0,2 131. 10-* | 413.-30-*" + + + 
26 176,47-10-* 8 2 0,2 198% 107° =}°47.7 + 10~** +--+ 
27 #(176,47-10-*| 9 1 0,2 156: * 10-2 .icbs7 <10- ae eg 
28 176,47-10-* 10 0,2 173-10°° | 59,7-10 as + a i 
29 17647-1075) 2} 8 0,2 846 -10-* | 119-10-** ++ ++ 
30 |176.47-10-§ 3] 7 02  519-10-* |179-10-* | irre- 
31 |176,47-10-5 4 6 0,2 692-10-° | 23,8-107! versible 
32 ||176,47-10-°| 5 5 0,2 865-10-° | 29,8-107' Koa- t 
33 | 176,47-10-° 6 4 0,2 103-10-° | 35,8-10~' || gulation] Spiirehen 
34 1176,47-1075| 7 3 0,2 121+ 167° {| 41,8307" a 
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II. Wie sich die himolytische Tatigkeit bei verschiedenen Ag-Salzen 


andert. 


Was dieses Thema anbelangt, so will ich bloB das, was Ascoli und 


Novello!) dariiber geiuBert haben, erwahnen. 


Letztere behaupten, 


ohne jedoch irgendwelche experimentelle Daten vorzubringen, bemerkt 
zu haben, daB ,,il existe un rapport entre la dissociation des sels d’Ag 


1) M. Ascoli et F. Novello, Compt. rend. soc. de biol. 64, 724. 1908. 
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et leur activité hémolytique. Les sels qui contennent d’Hg sans forme 
d’ion complexe sont beaucaup moins actifs.* 

Nach dem bisher Vorgebrachten scheint die Folgerung, daB der 
Erreger der Himolyse bei den Ag-Salzen das Silberion sei, wohl gerecht- 
fertigt. 

¢) Versuche mit Hg-Verbindungen. 

I. Wie die hamolytische Tatigkeit bei Abnahme der Konzentration 
der Hg-Ionen abnimmt. 

Ich habe verschiedene Versuchsgruppen mit HgCl,-Lésung an- 
gestellt, die ich mit NaCl, NaBr, NaJ oder NaS,O,-Lésungen mischte. 
Bekanntlich ist ja der Dissoziationsgrad des HgCl, héher als der des 
HgBr,, und der Dissoziationsgrad dieses Salzes héher als der des HgJ,. 
Und zwar sind die Werte der Dissoziationskonstanten, wie man sie 
in der Literatur vorfindet, folgende: 


HgX, 
HgCl, HgBr, HgJ, 
Morse) 1+10-' 2-10-38 1-10-75 
Sherril?) 1-10-14 65° 10-18 4-10-%5 


Ebenso ist bekannt, wie die Mercurihaloide mit den Alkalihaloiden 
Verbindungen eingehen mit Bildung von Komplexsalzen. In den 


Lésungen dieser Komplexsalze sind HgCl;, HgBr,; und HgJ{ die vor- 
herrschenden lonen, wie aus den folgenden, von Sherril bestimmten 
Konstanten hervorgeht: 
[HgX‘’ 
(Hg"}[X’1. 
x =C k= 9-10" 
X=Br k=4,3-16 
X=J b= 61-1? 

Man ersieht aus den angefiihrten Zahlen, wie aquivalente Lésungen 
von Mercurinatriumchlorid, Mercurinatriumbromid und Mercurinatrium- 
jodid verschiedene Hg -Konzentrationen enthalten; und zwar enthilt 
eine héhere Konzentration das Erste, eine niedrigere das Zweite, eine 
noch niedrigere das Dritte. 

Ich bereitete eine 1 g-proz. HgCl,- und 0,955 g-proz. NaCl-Misch- 
lésung mit 4 = 0,585 %). 

Diese erste Lésung wurde dann verschieden mit einer | g-proz. NaCl- 
Lésung verdiinnt. Eine zweite 1 g-proz. HgCl,- und 2,314 g-proz. NaBr- 
Mischloésung wurde dann entsprechend mit einer 2,314 g-proz.4) NaBr- 
Lésung verdiinnt. Eine dritte 1 g-proz. HgCl,- und 3,1 g-proz. NaJ- 


1) H. Morse, Zeitschr. f. physik. Chem. 41, 709. 1902. 
*) M. Sherril, Zeitschr. f. physik. Chem. 43, 705. 1903. 
3) BE. Meneghetti, 1. c. 

*) NaBr + 2 H,O 2,314 g-proz. 4 = 0,58. 
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Mischlésung wurde wie die vorigen, 
jedoch mit einer 3.1 g-proz. NaJ- 
Losung verdiinnt !), 

So erhielt ich 3 Lésungsreihen, 
von denen jede das Hg in der glei- 
chen molekularen Konzentration 
enthielt, jedoch die eine Lésungs- 
rethe in isotonischer NaCl, die 
andere in NaBr-, die dritte in 
NaJ-Loésung. 

Jeder dieser Losungen wurden 
0,2 cem 3550000 Blutkérperchen 
pro Kubikmillimeter enthaltende 

Blut korperchenaufschwemmung 
hinzugefiigt Ergebnisse und 
numerische Angaben sind — in 
Tabelle LV zusammengefabt 

Wenn man die Ergebnisse der 
3 Versuchsgruppen vergleicht, so 
ersieht man deutlich daraus, wie 
die Hg-Komplexsalze?) eine himo 
lytische und koagulierende Tatig 
keit aufweisen, die sich parallel mit 
ihrem Dissoziationsgrade Andert. 

Die Minimalmenge HgCl, pro 
Blutkérperchen, die noch in Gegen- 
wart von NaCl Hiamolyse gibt, 
ist zwischen g Aqu 40.6- 10 
und 50,8- 107" mit einem Mittel 

') NaJ + 2 H,O 3,1 g-proz. 
| ODS. 

2) Bekanntlich bilden die Mercuri 
haloide auch in solehen Alkalihaloid- 
lésungen, die keinen lon mit dem 
Mercurisalze gemeinsam haben (z. B. 
He, in KCl). gemischt-anionische 
Komplexe. Fulda findet, da®B in den 
obigen Lésungen der Komplex! Hg J.C] 
bestandig ist. Jedoch wird man in det 
artigen Lésungen auch mit einem dop 
pelten Umsatze: Hed, ~ 2 KC! Hel, 
+ KJ und deshalb auch mit der Bil 
dung der einfachen Komplexe AgJ’ 
und HgCl” zu rechnen haben. ( R. Abeqy, 
Handb. d. anorgan. Chemie. 2. Bd 
I]. Abtg. Hbtg. S. 657. Leipzig 1905.) 
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werte von g Aqu. 47+ 10>'* inbegriffen: in Gegenwart von NaBr, 
zwisehen g Aqu. 71,1-10°'* und 81,3-10 ' mit einem Mittelwerte 
von gAqu. 76,2.10°'%, und in Gegenwart von NaJ, zwischen 
g Aqu. 20,3 10°" und 305-10 ' mit einem Mittelwerte von g Aqu. 
25,4-10°". 

Die Minimalmenge HgCl, pro Blutkorperchen, die irreversible Koagu- 
lation bewirkt, ist in Gegenwart von NaCl zwischen g Aqu. 10,1 - 10>"! 
und 20,3-10°" mit einem Mittelwerte von g Aqu. 17,2-10°'', in 
Gegenwart von NaBr zwischen g Aqu. 30,5-10 1 und 40,6- 107"! 
mit einem Mittelwerte von g Aqu. 35,5-107''. In NaJ-Lésung wurde 
auch bei den héchsten Konzentrationen keine Koagulation bemerkt. 

Bei Untersuchungen mit HgCl, und Na,S,O, sind die Versuchs- 
moglichkeiten schon von vornherein dadurch beschrankt, da’ das Thio- 
sulfat in Uberschu8 vorhanden sein muB, analog dem, was friiher schon 
bei den Untersuchungen mit HgNO, und Na,S,O, gesagt wurde. 

Eine durch verschiedenartige Verdiinnung von HgCl, mit einer 
3,45 g-proz. Na,S,O, + 5 H,O-Lésung angestellte Lésungsreihe wurde 
mit einer anderen verglichen, bei welcher identische Verdiinnungen mit 
Anwendung von | g-proz. NaCl erhalten wurden. Bei diesen Unter- 
suchungen habe ich auch den Zeitpunkt des Erscheinens der Hamo- 

lyse in Betracht ziehen kénnen. Ergebnisse und nume- 
800} rische Angaben sind in Tabelle V zusammengefabt. 















$ Aus den Angaben der Spalten g, h, i, h’, i’ dieser 
$72; Tabelle habe ich die Abbildung 2 erhalten; auf der 
. a’ Abscisse wurde die HgCl,- 
= | Mg Ll, + May S; O, Menge pro Blutkérper- 
§ «00: chen, auf der Koordinate 
& der Zeitpunkt des Er- 
© 400 scheinens der Hiamolyse 
: aufgetragen. 
& 500 Es geht aus der Tabelle 
2 und Abbildung klar her- 
A wage vor, daB bei Abnahme der 
| Konzentration des Hg" 
\ 119 Ct, +Wacl auch die hamolytische 
3 ahs rsh ae : Tatigkeit abnimmt. Die 
‘ Ng Cl, ~Menge n gr des" ove Buitkésperchen Minimalmenge HgCl, pro 


Blutkérperchen, die noch 
Hamolyse gibt, ist in 
Gegenwart von NaCl zwischen g Aqu. 36,8 - 10-'* und 55,2 - 10 
einem Mittelwerte von g Aqu. 46,0-107', und in Gegenwart von 
Na,S8,0, zwischen g Aqu. 36,8 - 107! und 55,2 - 10°" mit einem Mittel- 
werte von g Aqu. 46,0-10>'' inbegriffen. 


Abb. 2. 
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Man kann demnach den SchluB ziehen, das die himolytische Tatig- 
keit des HgCl, (dasselbe hat man frither fiir die des AgNO, gesehen) 
dem metallischen lon zuzuschreiben sei und dab sie eben bei verschie- 
dener Konzentration dieses letzten verschieden ist. 

Il. Wie sich die hamolytische Titigkeit bei verschiedenen Hg-Ver- 
bindungen andert. 

Bei diesem Thema ist es angebracht, die interessanten Versuche Bech- 
holds") tiber die himolytische und koagulierende Tatigkeit verschiedener 
Hg-Verbindungen in Erinnerung zu bringen. Bechhold teilt diese Ver- 
hindungen in mehrere Gruppen ein, und zwar solche, die: 


Gruppe Al: sofort in Wasser und Serum ionisiert, 


‘, All: nach einiger Zeit in Wasser und Serum ionisiert, 
B: in Wasser nicht ionisiert, durch Serum zerlegt, 
Cc; weder in Wasser ionisiert, noch durch Serum zerlegt 


werden. 

Das Vorhandensein oder Fehlen der Hg-lonen wurde aus dem 
Erscheinen oder Ausbleiben einer Schwarz- bzw. Braunfarbung durch Zu- 
satz von Schwefelammonlésung bestimmt. Durch Hinzufiigen von roten 
Ochsenblutkérperchen erhielt man mit den Verbindungen der Gruppe A | 
in héheren Konzentrationen irreversible Koagulation, in  niederer 
Konzentration Hamolyse. 

Die Verbindungen der Gruppen A IT und B zeigen teils in héchsten 
Konzentrationen irreversible Koagulation, meist neben etwas Himo- 
lyse, in niederen Konzentrationen nur Haimolyse, keinerlei irreversible 
Keagulation. 

Das Aufstellen von numerischen, vergleichenden Gegeniiberstel- 
lungen zwischen den verschiedenen Gruppen ist nicht méglich, weil ja 
Bechhold ,,der Einfachheit halber nicht molekulare, sondern Gewichts- 
konzentrationen prift*. Immerhin kann die Gegeniiberstellung einiger 
Ziffern nicht ganz ohne Erfolg sein. 

Kine typische Verbindung der Gruppe A I ist das HgCl,, welches in den 
von Bechhold vorgenommenen experimentellen Bedingungsarten Hamo- 
lyse auch noch bei einer Konzentration von 1 : 200 000 gibt. Die Ver- 
bindungen der Gruppen A II und B (z. B. «-Phenylenquecksilberoxyd 
und Alaninquecksilbersalicylat) geben bei einer Konzentration von 
1 : 32.000 nicht mehr Hiimolyse oder bloB Spuren davon oder partielle 
Hamolyse. 

Die Verbindungen der Gruppe C (z. B. o-Mercuribenzoesiiure- 
anhydrid) geben Hiimolyse nur bei sehr hohen Konzentrationen (1 : 200). 


1) H. Bechhold, Uber die Hamolyse durch Quecksilber und Quecksilberver- 
bindungen. Arbeit. aus d. Inst. f. experim. Ther. u. d. Georg Speyer-Hause z. 
Frankfurt a. M. H. 11, 8. 25. 1920. 
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Man darf demnach folgern, daB elektrolytische Dissoziation und 
haimolytische (auch koagulierende) Tiatigkeit in den Hg-Verbindungen 
parallel verlaufen; je héher die elektrolytische Dissoziation einer Ver- 
bindung ist, um so grOBer ist auch ihre hamolytische Tatigkeit: und so 
wird eine solche Verbindung Hiimolyse bei niedrigeren Konzentrationen 
bewirken als eine weniger ionisierte Verbindung. Dies entspricht voll- 
kommen dem, was ich durch verschiedenartige Bestimmung der Zuriick 
dringung der Dissoziation beim HgCl, erwiesen habe: deshalb ist 
auch die Behauptung gerechtfertigt, der Erreger der Hiimolyse sei das 
lon Hg. 

Bechhold dagegen meint, ,,es sei wahrscheinlich gemacht, da fiir 
die Hamolyse die Molekeln der untersuchten Quecksilberverbindungen 
verantwortlich sind. Der strikte Beweis dafiir stehe noch aus, da es 
keine vollkommen ionisierte Quecksilberverbindungen gibt. Wenn 
man jedoch die Hg-Hamolyse nicht allein an und fiir sich betrachtet, 
sondern die Himolysen in ihrem gesamten, vielfachen Bilde, wie sie 
durch die verschiedenen Metalle bewirkt sind, beriicksichtigt, so diirfte 
iiber den Erreger der Hiimolyse doch kein Zweifel bestehen. 

Das unter den untersuchten Salzen am _ raschesten hamolytisch 
tiitige ist das AgNO,, welches man als vollkommen ionisiert annehmen 
kann. 

Die von Bechhold bemerkte Tatsache, das einige Verbindungen, 
ohne die Reaktion des Hg-lons mit (NH,),S aufzuweisen, trotzdem 
Himolyse geben, geniigt allerdings nicht zum Beweise, dai das lon 
nicht der Erreger der Hiimolyse sei; das Nichterscheinen der Reaktion 
kann ja nicht als Beweis der vollkommenen Abwesenheit der lonen 
gelten. Auch werden wir die Anwesenheit der Hg-lonen bei minimalen 
Konzentrationen, die noch Hamolyse geben, nicht bestreiten wollen, 
obwohl ihre Anwesenheit durch kein chemisches Reagens festzustellen ist. 
Man muf eben mit der verschiedenen Empfindlichkeit der Reagen- 
tien rechnen; und da einige biologische Reaktionen viel empfindlicher 
sind als jede chemische Reaktion, wird durch die zarte Empfindlichkeit 
des Geruchsinnes, durch zahlreiche pharmakologische und besonders 
durch die sog. oligodynamischen Wirkungen bestatigt. 

Auch méchte ich bei dieser Gelegenheit die ausgezeichneten Unter- 
suchungen Bechholds!) iiber die Léslichkeit des metallischen Silbers und 
einiger gewohnlich fiir unléslich gehaltenen Ag-Salze erwithnen. In diesen 
Untersuchungen wird eben ein biologischer Faktor (die stirkere oder 
schwichere Entwicklung von Staphylokokkenkolonien) als Indikator 
der verschiedenen Léslichkeit in Anspruch genommen. 

Aus dem bisher Erwahnten scheint daher die Folgerung, daB in den 


1) H. Bechhold, Kolloid-Zeitschr. 25, 158.. 1919. 
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untersuchten Lésungen der wirkende Faktor der Haimolyse das metal- 
lische Ion sei, doch berechtigt zu sein. 


d) Vergleichende Gegeniiberstellung der desinfizierenden, toxischen und 
himolytischen Wirkung der Schwermetallsalze. 


Bekanntlich steht die Desinfektionskraft der Schwermetallsalze, nach den 
Forschungen von Paul und Krénig'), Spiro und Scheuerlen*), im Verhiltnisse mit 
dem Dissoziationsgrade der Lésungen, und zwar andert sich diese parallel mit der 
Konzentration der Metallionen. So wird bei Anwesenheit von Na,S,C, in einer Hg- 
NO,-Lésung die Desinfektionskraft des Silbersalzes bedeutend heruntergedriickt ; 
desgleichen nimmt die antiseptische Wirkung des HgCl, in Gegenwart von Chlor-, 
Brom- und Jodkalium ab, und zwar in folgendem Mae: KCl > KBr > KJ. 

Das gleiche Fortschreiten haben wir vorher schon in der haimo- 
lytischen Tatigkeit des Quecksilberchlorides vorgefunden. Ebenso*) 
nimmt die tédliche Minimalmenge des AgNO, pro kg Kaninchenkorper- 
gewicht bei intravendser Einfiihrung des Silbersalzes in Na,S,0,-Lésung 
bedeutend zu. 

Dasselbe geschieht*), wie es aus folgender Tabelle ersichtlich ist, 
auch fiir das HgCl,. 

Tabelle VI. 


Tédliche HgCl,-Minimalmenge beim Kaninchen 








Gemischt mit | g Aqu. pro kg Kérpergewicht 
a b 
NaCl 11,8+10-° 
NaBr 17,5 - 10-5 
NaJ 33,6 - 10 ” 
Na S203 160,0-10~° 


Man sieht, daB die toxische Wirkung des HgCl, beim Kaninchen, 
durch die Gegenwart der verschiedenen Salze, und zwar in folgender 
Ordnung: NaCl > NaBr > NaJ > Na,S,0, abnimmt; in der gleichen 
Ordnung haben wir schon friiher eine Abnahme der hamolytischen 
Tatigkeit angetroffen. 

Will man die Minimalmenge Quecksilberchlorid pro Kaninchenblut- 
kérperchen, die in Gegenwart der obenerwaihnten Salze Hamolyse 
geben, und die Minimalmengen, die beim Kaninchen tédliche Wirkung 
haben, vergleichend gegeniiberstellen, so muB man diese Mengen auf 
den Teil lebender Masse, auf den sie wirken, beziehen, und die Gegen- 
iiberstellung zwischen tédlicher Minimalmenge und Ko6rpergewicht 
des Kaninchens (1000 g) einerseits, und zwischen hamolysierender 


1) Paul und Krénig, Zeitschr. f. physik. Chem. 21, 414. 1896; Zeitschr. f. 
Hyg. u. Infektionskrankh. 25, 1. 1897 

2) Spiro und Scheuerlen, Miinch. med. Wochenschr. 81. 1897. 

3) L, Sabbatani, Arch. di antropol. crim. psichiatr. e med, 25, 5—6. 1904. 

4) L. Sabbatani, Arch. di Fisiol, 3, 81. 1905. 
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Minimalmenge und Gewicht eines Blutkérperchens!) (g 69,84 - 10>” 


ungefahr)*) andererseits, aufstellen. Die Ergebnisse dieser Vergleiche 


sind in Tabelle VII wiedergegeben. 


Tabelle 


auf 


VII. 


Giftwirkung des Hg(l, das Kaninchen und auf die roten 


Kaninchenblutkérperchen. 











Auf das Kaninchen Auf die roten Blutkérperchen 
Gemischt mit | Tédliche Minimalmenge Verhiltnis Haémolysier. Minimal. Verhaltnis 

pro kg Kérpergewicht D pro Blutkérperchen D 

g Agu. M g Agu. M 

a b c d e 
NaCl 11,8-10 ° 11,8-10°8 45,7-10- 18 65,6-10 8 
NabBr 17,5-10 °° 17,5-10°8 16,2-10-™ 109,7-10°5 
NaJ 33,6 +10 °° 33,.6-10° 8 254 -10-* 365,0-10° 8 
NagSeOx 160 -10°° 160 -10°8 460 +1038 661,1-10°5 


Man ersieht aus den angefiihrten Zahlen, daB die niedrigsten Werte, 
die Haimolyse bewirken, trotz ihrer Kleinheit nichts AuBergewéhnliches 
aufweisen, wenn man die organische Masse, auf die sie einwirken, in 
Betracht zieht. 
immer hoher als die tédlichen Minimalmengen. 


Die hiamolysierenden Minimalmengen ergeben_ sich 


Auberdem will ich zuletzt auch erwahnen, wie Salant und Kleitman®) bei 
ihren Versuchen mit verschiedenen Quecksilbersalzen beim isolierten Frosch- 
herzen verschiedene Giftwirkungen erhielten, und zwar eine hoéhere fiir das HgCl,, 
eine geringere fiir andere Salze (Benzoate u.a.). Ich glaube solche Ergebnisse mit 
Recht durch die verschiedene Dissoziabilitat der Salze erklaren zu kinnen. 

Aus dem bisher Gesagten geht hervor, da die parallel mit ihrem 
Dissoziationsgrade verschiedene toxische Wirkung der Schwermetall- 
salze eine Allgemeinerscheinung ist, die aus ihrer Wirkung auf die 
Bakterien, auf die rote Blutkérperchen, auf das isolierte Froschherz 
und auch auf héhere Organismen, wie z. B. auf die Siugetiere, ersicht- 
lich ist. 


1) L. Sabbatani (Arch. di Scienze biol. 2, 161; 1922) kam durch ein solches 
Vergleichen der von ihm festgestellten tédlichen Minimalmengen von AgNO, pro 
Kilogramm Kaninchengewicht und der von mir festgestellten hamolysierenden 
AgNO,-Minimalmengen pro Blutkérperchen zu folgenden Werten: fiir das Kanin- 
chen 16-10°°, fiir Blutkérperchen 23-10~°, und bestiitigt dadurch die regel- 
mibige Giiltigkeit der fiir das Blutkérperchen gefundenen Werte, die beim 
ersten Blick auBerordentlich klein vorkommen kénnen. 

*) Dieses Mittelgewicht fiir das Kaninchenblutkérperchen geht aus eigenen 
Untersuchungen, die noch im Drucke sind, hervor. 

3) W. Salant und N. Kleitman, Scientific Proc. of the Americ. soc. f. pharmac. 
and exp. therap. Twelfth Ann. Meet. Held at Chicago 1920. 
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f. Erscheinungen, die eine vermittelnde Stelle einnehmen zwischen 
Hiimolyse und Koagulation. 
a) EinfluB8 der Temperatur. 

Man sah, da die untersuchten Metallsalze bei zunehmender Kon- 
zentration ihre Wirkung auf die roten Blutkérperchen anderten. Sehr 
niedrige Konzentrationen lassen keine Veranderung der Blutkérperchen 
wahrnehmen: zunehmende bewirken Hamolyse; héhere Konzentra- 
tionen geben Koagulation bei gleichzeitiger Zerbréckelung und <Auf- 
losung der Blutkérperchen; bei noch héheren Konzentrationen  tritt 
Koagulation und gute Erhaltung derselben ein: die héchsten Konzen- 





Abb. 8. 


trationen, die gebraucht wurden, bewirkten Koagulation und entformten 
die Blutkérperchen. In Abb. 3—5 sind die Ergebnisse, die durch Be- 
handlung der roten Blutkérperchen mit verschiedenen PdCl,-Lésungen 
erhalten wurden, wiedergegeben: und zwar: Auflésung der Blutkérper- 
chen in Abb. 3: gute Erhaltung in Abb. 4 und Deformation der Blut- 
kérperchen in Abb. 5. 

Bei jedem der 3 Versuche war der Niederschlag koaguliert, so dab 
die Uberfiihrung desselben in destilliertes Wasser keine Hamolyse zur 
Folge hatte. Bei noch so geringer Zunahme der Maximalkonzentration, 
die Hiamolyse gibt, sieht man bei allen untersuchten Salzen irreversible 
Koagulation. Zur gréBeren Genauigkeit kann man sagen, da der 
Niederschlag, auch bei den héchsten Konzentrationen, die partielle 

















z 
id 








Himolytische und koagulierende Wirkung der Metallionen. 57 


Hamolyse geben, koaguliert erscheint. Bei den Untersuchungen, die 
ich friher') erwahnt, bildet das Pb(NO,), und das HgCl, in dieser Be- 





Abb. 4. 


ziehung eine Ausnahme, bei diesen 2 Salzen gibt es zwischen den Maxi- 
mal- und Minimalkonzentrationen, die Spuren von Hiimolyse bzw. 


irreversible Koagulation geben, andere Zwischenkonzentrationen, bei 





Abb. 5. 


welchen die Uberfiihrung des Pricipitates in destilliertes Wasser eine 
langsame Himolyse bewirkt. 


1) BK. Meneghetti. \. c. 
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Die Untersuchungen, die zu solchen Ergebnissen fiihrten, wurden, 
wie friiher schon bei der Behandlung der Technik erwaihnt wurde, im 
Thermostaten bei einer Temperatur von 20° angestellt. Bei Wieder- 
holung der Versuche in einer Temperatur von 37° verschwindet der 
Zwischenraum zwischen himolysierender Maximalkonzentration und 
koagulierender Minimalkonzentration, wahrend dagegen derselbe zu- 
nimmt, wenn die Versuche in einer dauernden Temperatur von 7 
(Kiskammer) stattfinden. In Tabelle VII sind 2 mit Pb(NO,),!) in 
allem gleichmaBig angestellte Versuchsreihen angefiihrt, von denen 
die eine bei einer Temperatur von 7°, die andere bei einer Temperatur 
von 37° ablauft. 

In der Tabelle IX sind 2 analoge Versuche, mit HgCl, angestellt, 
wiedergegeben. 

Man ersieht also klar, wie das besondere, obenerwihnte Verhalten 
der 2 in Betracht gezogenen Salze von einer gréBeren Langsamkeit 
jener chemischen oder physikalisch-chemischen Prozesse, deren Er- 
gebnisse die Himolyse oder die Koagulation ist, abhangig ist, Prozesse, 
die sich fiir andere Salze (AgNO,, PdCl, u. a.) rascher entwickeln. 
Wenn wir allerdings die bei einer Temperatur von 20° mit diesen letzten 
Salzen angestellten Untersuchungen bei einer Temperatur von 7° an- 
stellen, so sieht man eine gréBere Tragheit in der Entwicklung der Er- 
scheinungen und infolgedessen erscheint auch fiir diese Salze ein Intervall 
zwischen den Maximalmengen und Minimalmengen, die Himolyse bzw. 
Koagulation geben. 

Wir kénnen deshalb im allgemeinen behaupten, da sich die 2 Pro- 
zesse der Hiimolyse und Koagulation mit verschiedener Geschwindigkeit 
je nach den verschiedenen Salzen und fiir dasselbe Salz je nach der ver- 
schiedenen Temperatur entwickeln. 


b) Wie sich die himolytischen und koagulierenden Wirkungen entwickeln 
und aufeinanderfolgen. 

Es wurde erwahnt, wie fiir einige Zwischenkonzentrationen des metal- 
lischen Salzes, zwischen jenen, die die roten Blutkérperchen koagulieren 
und ihre Form erhalten, und zwischen jenen, die die Blutkérperchen 
hamolysieren, im allgemeinen als Endresultat eine Koagulation der 
zersplitterten Uberreste der Blutkérperchen bemerkt wurde. Es scheint 
nun logisch, dieses Ergebnis der Aufeinanderfolge oder der gleich- 
zeitigen Entwicklung von physikalisch-chemischen Prozessen, die durch 
die himolytische oder durch die koagulierende Wirkung bedingt sind, 
zuzuschreiben. Wenn sich diese 2 Wirkungen endgiiltig vollkommen 
ausbilden kénnen, so fiihren sie bestimmt zu ganz unter sich entgegen- 
gesetzten Ergebnissen; man begreift ebenfalls, wie durch besondere 


1) Pb(NO,), 5,450 g-proz. 4 = 0,58. 
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Konzentrationen, die eine Wirkung die Ausbildung der anderen beein- 
flussen und ein Endresultat geben kann, welches nicht einer  voll- 
kommenen Hamolyse oder einer vollkommenen Koagulation, sondern 
Erscheinungen verschiedener Ordnung zuzuschreiben ist; diese Er- 
scheinungen teils zur Himolyse, teils zur Koagulation neigend, haben 
sich gegenseitig beeinfluBt oder in ihrer Entwicklung gehemmt. 

fs schien mir notwendig, die Erscheinungen in ihrer Entwicklung 
und in ihrer Aufeinanderfolge fiir die Konzentrationen, die solche Er- 
gebnisse geben und fiir Konzentrationen, die diesen nahestehen, ein- 
gehender ins Auge zu fassen. In der Tabelle X habe ich zu diesem 
Zwecke eine Reihe von Versuchen mit AgNO,- in KNO,-Lésung wieder- 
gegeben. 

Wie aus der Spalte h der Tabelle X in den Versuchen 3 und 4 hervor- 
geht, bemerkt man einige Minuten nach dem Zufiigen von Blutkorperchen 
die Bildung der Himolyse, die binnen 1 —2 Minuten vollkommen wird. 
Es folgt aber unmittelbar eine fortschreitende Triibung der Fliissigkeit 
und die langsame Bildung eines schwarzgrauen Niederschlages. Mikro- 
skopisch untersucht zeigte sich der Niederschlag aus unformiger Masse 
gebildet. Diese Betrachtungen lassen deutlich ersehen, wie fiir jene 
Konzentrationen, bei welchen die Biutkérperchen mehr oder weniger 
aufgelést erscheinen, dem Prozesse der Himolyse (der nur anfanglich 
sein kann wie in den Versuchen 5—7 ohne eine deutliche, vollkommene 
Himolyse bewirkt zu haben, oder der sich wie in Versuchen 3—4 voll- 
kommen entwickelt hat) ein ProzeB deutlicher Koagulation gefolgt ist. 

Auch in anderen Metallen kann man ausgezeichnet diese Aufein- 
anderfolge der Koagulation auf die Himolyse wahrnehmen. So sieht 
man z. B. in den Versuchen 40 —45 der Tabelle [V (Reihe £), bei welchen 
HgCl, in NaBr-Lésung angewendet wurde, eine rasche, vollkommene 
Haimolyse, auf welche sofort eine rasche Koagulation folgt. AuBerdem 
macht sich in allen erwaihnten Untersuchungen der Tabelle X, unab- 
hangig vom Endresultat, kaum da die roten Blutkérperchen in die 
AgNO,-Lésung gegeben wurden, die Bildung von Prozessen, die zur 
Koagulation hinneigen, bemerkbar. Wenn wir eben sofort nach Zusatz 
der Blutkérperchen stark schiitteln und 2 cem dieses Gemenges in 
Scem destillierten Wassers geben und dadurch eine entschieden iso- 
tonische Fliissigkeit erhalten, so bemerken wir, dal die Himolyse 
nicht erscheint oder in einem spiiteren Zeitpunkte erscheint als der, 
in dem sie erscheinen miiBte, wenn es sich um Blutkérperchen handeln 
wiirde, die vorher nicht der Wirkung des Metallsalzes ausgesetzt 
gewesen waren. 

Es scheint deshalb die Folgerung berechtigt, daB auch fiir hiamo- 
lysierende Konzentrationen die Prozesse, die sich zuerst entwickeln, 
zur Koagulation hinneigen. 
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Der Beweis dafiir  bringt 
bei Untersuchungen mit AgNO, 
in KNQO,-Lésung manche Schwie- 
rigkeit mit sich, infolge der Eile, 
mit der sich die Hamolyse bildet : 
leichter wird dies bei Unter- 
suchungen mit AgNO, in Na,S,O,- 
Losung oder HgCl, in NaCl-Lé- 
sung. Mit HgCl, in NaCl-Lésung 
hat eben Bechhold') gezeigt, wie 
die fixierende Wirkung der hi- 
molytischen vorausgehe. 

Wir haben also in den Ver 
suchen 3—7 der Tabelle X_ fol- 
gende Reihenfolge der Erschei- 
nungen: 

Reversible Koagulation > Ha- 
molyse > irreversible Koagu- 
lation. 

Wenn wir die auf die Hamo- 
lyse unmittelbar darauffolgende 
Koagulation ohne weiteres als 
eine Weiterbildung und Ergian- 
zung des frither begonnenen 
Koagulationsprozesses — betrach- 
ten médchten, so wirden” wir 
wahrscheinlich einen tibertrieben 
einfachen Standpunkt vertreten, 
weil wir eben den physikalisch 
chemischen Zustand der Blutkér- 
perchenkomponenten = vor der 
Hiimolyse mit dem der infolge 
Auflésung der Blutkérperchen 
schon in Losung tibergegangenen 
Komponenten identifizieren wiir- 
den. Im Grunde genommen kann 
man jedoch die Erscheinungen 
als gleich ansehen. 

Tatsiachlich habe ich anstatt 
rote Blutkérperchen in einer 
Reihe von Untersuchungen, die 
ich der Kiirze halber nicht vor 


1) H. Bechhold |. e. 
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bringe, dieselbe Blutkorperchenmenge hamolysiert in 5 ccm destillierten 
Wassers, der ich noch 5cem AgNO,- Lésung in verschiedener Konzentration 
in 3.75 g-proz. KNO,-Lésung zufiigte, gebraucht. Auf diese Weise erhielt 
man fiir jede Untersuchung dieselben AgNO,- und KNO,-Konzentra- 
tionen wie in der Tabelle X. Die makroskopischen Ergebnisse nach 
24 Stunden waren im Grunde gleich denen, die ich in der genannten 
Tabelle erwaihnt habe. Und wenn man noch bei den Versuchen | —2 der 
Tabelle X AgNO, hinzufiigt und auf diese Weise die gesamte. Konzen- 
tration auf den Konzentrationswert eines folgenden Versuches bringt, 
so bemerkt man eine rasche Triibung und Niederschlagsbildung. Wir 
kénnen demnach folgern, dais die unmittelbar der Hamolyse voraus- 
gehende Koagulation ein ProzeB derselben Ordnung sei wie der, der 
auf die Hiamolyse folgenden Koagulation. 

Betrachten wir nun, wie sich der Koagulationsprozefs in den auf 
Versuch 4 folgenden Untersuchungen entwickelt; Untersuchungen, in 
denen nie die Bildung einer vollkommenen Hamolyse bemerkt wird. 
Nach Herstellung der Blutk6érperchenmischung wurden in verschiedenen 
Zeitabschnitten 2 cem von jedem dieser Ansitze genommen und 8 cem 
destillierten Wassers zugefiigt; die Ergebnisse sind in den folgenden 


Tabellen wiedergegeben. 


Tabelle Xa (nach 1 Minute). 





Resultate 


nach 5 Min. nach 15 Min nach 60 Min 


ba 
ba 
Ta 
Sa he he od es ae ae 4 
Ya + + +--+ + + (++ 
10a be of ae ape + 
lla 
12a 
In keinem Versuche erhalt man unmittelbare Himolyse; auch in Versuch 5a 
erscheint die Hiamolyse ungefihr nach 3 bis 4 Minuten. 


Tabelle Xb (nach 15 Minuten). 





Resultate 


nach 5 Min. nach 45 Min. nach 8 Stdn 


10 Spiirchen 














a 
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Tabelle Xc (nach 60 Minuten). 





Resultate 
Nr. 
nach 5 Min. nach 8 Stdn. nach 24 Stdn. 


5e keine Spur t 

be - as Spur 

Te 

8e a me 
9e + a Spu 
10¢ 


c 


—_— 
we 


Tahelle Xd (nach 180 Minuten). 





Nr. nach 24 Stunden 


5d keine Spur 
bd 
Td 
8d 
9d 
10d 
lid 
12d 


Die Priifung der Ergebnisse ’ergibt, da die Koagulation mit 
dem Fortschreiten der Zeit und mit Zunehmen der Konzentration 
immer mehr hervortritt; und wahrend sie bei héchsten Konzentra- 
tionen unmittelbar erscheint, ist sie fiir niedrigere Konzentrationen 
fortschreitend und traiger. Aus dem, was bisher dargelegt wurde, kann 
man schlieBen, daB in dem Augenblicke, wo die roten Blutkérperchen 
mit einer AgNO,-Lésung oder mit einer anderen Metallsalzlésung in 
Mischung gebracht werden, im allgemeinen (ausgenommen, wo es sich 
um so geringe Konzentrationen handeln kénnte, die tiberhaupt keine 
wahrnehmbare Alteration bewirken) ein KoagulationsprozeB beginnt. 





Dieser ProzeB geht bei den héchsten Konzentrationen, die untersucht 
wurden, auerst rasch vor sich und fiihrt sofort zu scharfer Koagulation 
und Deformation der Blutkérperchen (Abb. 5). Bei nicht zu hohen Kon- 
zentrationen ist er wohl noch rasch, bewirkt aber keine Deformation 
(Abb. 4); bei niedrigeren Konzentrationen geht er langsam vor sich 
und wird dabei von einem Hamolyseprozesse unterbrochen, weswegen 
als Endresultat Koagulation von unférmlicher Masse und Blutkérper 
chensplitter stattfindet (Abb. 3); noch niedrigere Konzentrationen 
gestalten den ProzeB sehr langsam, so da} nach erlangter Hiimolyse, 
die Koagulation, wenigstens bei unseren obenerwahnten Versuchs- 
bedingungen, bei einfacher Betrachtung nicht zu sehen ist 
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nach 
10 Stunden 


= 
as 
tL 
a) 


Spur 





Resultate 











Spur 





nach 


Resultate 


XI. 





Tabelle 


m 
a 
= 

o 

a 


AgNO, g Aqu. 


Reihe « (Zimmertemperatur) 


auf- 
schwemmung 
ecm 


Blutkérperchen- 


1.650 
1,75 
2,00 
2.25 
250 
2,75 
5.00 


OB g-proz. 
AgNO,-Lésung 
in 1,875 g-proz. 
KNO,-Lésung 

ecm 
oF 
3,00 
4,00 
6,00 


2 


1,875 g-proz. 
KNO,-Lésung 
ecm 
18,50 
18,25 
18,00 
17,75 
17,50 
17,25 
17,00 
16,00 
15,00 
14,00 


( 
9 
10 


8 








Wenn jedoch die Unter- 
suchungen bei einer héheren 
Temperatur §vorgenommen 
werden, so ist es méglich, auch 
mit einigen dieser Konzentra- 
tionen eine Niederschlagbil- 
dung wahrzunehmen. Und 
dies geht aus der folgenden 
Tabelle hervor, in welcher 
2 Versuchsreihen angefiihrt 
sind, die in allem identisch 
sind auBer in der Temperatur, 
die fiir Reihe « die Zimmer- 
temperatur war, fiir die Reihe 
£ im Thermostaten 25° C be- 
trug. 

Es geht aus dieser Tabelle 
hervor, wie in einem ersten 
Zeitpunkte in den Versuchen 
1 —7 sowohl bei Zimmertempe- 
ratur wie auch bei 25°C voll- 
kommene Hiamolyse stattfin- 
det. In der Folge bildet sich 
bei Zimmertemperatur ein 
Niederschlag in den Versuchen 
5—7; bei 25° C bildet sich 
dieser Niederschlag nicht nur 
in Versuchen 5—7, sondern 
auch in 3 und 4. Wir kénnen 
dennoch folgern, da8 sich in 
den Versuchen 3—4 auch bei 
Zimmertemperatur Prozesse 
entwickeln, die zur Koagu- 
lation hinneigen, jedoch in 
solch trager Form, die in der 
Mischung keine makroskopi- 
sche Verinderung wahrneh- 
men 1aBt. 

In Wahrheit stellt die 
Koagulation einer kolloidalen 
Lésung das Endresultat und 
das handgreiflichste Resultat 
eines Aggregationsprozesses 








rn 
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der kolloidalen Teilchen dar, aus dem die Bildung fortschreitend 
héherer molekularer Komplexe hervorgeht; wenn allerdings die Koa- 
gulation nicht wahrgenommen wird, so ist das doch kein hinreichender 
Grund, die Bildung jenes Prozesses auszuschlieBen. Denn es ist manch- 
mal sogar méglich, mit bestimmten Mitteln das Gegenteil zu beweisen. 
Denn es ist bekannt!), wie in einer kolloidalen Lésung, die sich, sei es 
durch Wirkung der Wirme, sei es durch Wirkung besonderer nieder- 
schlagbildender Reagentien nahe dem kritischen Koagulationswerte 
befindet, auch bevor noch irgendwelche makroskopische Veranderung 
des Kolloides ein Anfang des Uberganges vom Hydrosol in Hydrogel 
beweist, die Bildung gréBerer molekularer Komplexe stattfindet, welche 
Bildung sich im Zunehmen der Viscositét der Lésung offenbart. 

Ich habe deswegen den Wert der Viscositat fiir einige Untersuchungen, 
bei welchen man Himolyse ohne darauffolgende Koagulation wahr- 
nimmt, bestimmt. Fiir diese viscosimetrischen Bestimmungen habe ich 
fiir jede Untersuchung eine ansehnliche Menge Blutkérperchenauf- 
schwemmung gebraucht, um die etwaigen Viscositatsunterschiede um 
so auffallender betrachten zu kénnen. Die Blutkérperchenaufschwem- 
mung wurde in 1,875 g-proz. KNO,-Lésung erhalten. Nach Zubereitung 
einer 3 g-proz. (4 = 0,58) AgNO,-Lésung verdiinnte ich diese verschieden 
mit einer 1,875 g-proz. KNO,-Lésung und erhielt so isotonische Lésungen 
mit verschiedenen AgNO,-Konzentrationen. Einer Menge von 10 ccm 
Blutkérperchenaufschwemmung wurden 10 ccm einer von diesen Lé- 
sungen*) hinzugefiigt. Die verschiedenen Versuche wurden sofort 
im Thermostaten bei 25° angestellt, und nach 10 Stunden wurde nach 
den Ergebnissen nachgeschaut; fiir die Versuche, die keine Nieder- 
schlagsbildung ergaben, wurde die Viscositaét bestimmt. Das fiir die 
viscosimetrische Bestimmung angewandte Volumen betrug 3 ccm. Der 
entsprechende Viscositatskoeffizient wurde nach der bekannten Formel: 


dt 


y= 
ausgerechnet. dy to 
Der Wert fiir d betrug 1,011%). 


1) A. Mayer, Compt. rend. de la soc. de biol. 54, 367; 1902; W. Henri, S. Lalon, 
A. Mayer und G. Stodel, Compt. rend. de la soc. de biol. 55, 1668. 1903. 

*) Die Art und Weise, mit der die Mischung vorgenommen wird, ist von groBer 
Wichtigkeit. Bekanntlich kann man ja sehr verschiedene Resultate auch bei 
Benutzung gleicher Mengen Blutes und gleicher Mengen himolysierenden Mittels 
erhalten, je nachdem diese dem Blute oder das Blut jenen hinzugefiigt wird. 
(Hans-Koeppe, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 103, 104. 1904.) 

3) Man stellte den Wert fiir d dadurch fest, dafB man die Dichte einer durch 
Himolysieren von 10 ccm Blutkérperchenaufschwemmung mit 7 ccm destillier- 
ten Wassers und KNO,-Lésung erhaltenen und mit destilliertem Wasser auf 
20 g gebrachten Mischung bestimmte. Auf diese Weise betrug die SchluBkonzen- 
tration des KNO, 1,875 g-proz. (4 = 0,58). 











68 KE. Meneghetti : 


Der Wert fiir ¢, betrug 
belle XII zusammengefaBt. 


‘14,2”. Die Untersuchungen sind in Ta- 


Tabelle XII. 











Versuch ausgefiihrt mit Resultate nach 10 Stunden 
, ne . . AgNO, g Aqu. 
Nr. Blut- 1875 g-proz. 8 proz. : akroskovisc 
kérperchen- KNO,-Lésung AgNO,-Lésung pro Liter wear ape. y 
efund 
aufschwemm. ecm ecm 
a b e d e I g 
l 10 9.6 0,4 30,2 - 10-* f+ + + 1,997 
2 10 9.4 0.6 52.0 - 10-4 f+ + +4 2.009 
3 10 9,2 08 70,5- 107+ t+ + -+ 1,991 
4 10 9 1,0 88,2 -10~* +-+-+- 2,388 
5 10 8.8 1,2 10,5-10-* | +++4 2,697 
6 10 8.6 1,4 12,3 «10~* + +4 beaiey 
7 10 8,4 1,6 14,1-10°°% +--+ a ie 
8 10 8.2 1.8 15,.8-10-4 J Koag. 


Man sieht aus den angegebenen Werten, wie es méglich ist, mit der 
viscosimetrischen Methode fiir einige Konzentrationen, die, obwohl 
noch so nahe den koagulierenden, dennoch keine Koagulation geben, 
Veranderungen derselben Ordnungsreihe wie diejenigen, die Koagulation 
bewirken, im physikalischen Zustande der Blutkérperchenkolloide zu 
bestimmen. Fiir niedrigere Konzentrationen geniigt auch die viscosi- 
metrische Methode zur Feststellung von derartigen Prozessen nicht mehr. 


ST 
Harnolyse 






AbfiuB, Z * 


rreversible Koagu/ation 





Konzentration der Metallionen 
oe — Seeibemaen geste 
A B ig Qo E a 
Abb. 6. A= keine wahrnehmbare Verinderung. B= Hiamolyse. (= Himolyse. Die Fiiissig- 
keit besitzt gréBere Viscositét als in B. D = Auflésung und Koagulation. EL = Koagulation und 
gute Erhaltung. F = Koagulation und Deformation. 











Aus dem, was bisher besprochen wurde, glaube ich zusammenfassend 
graphisch darstellen zu kénnen, wie sich im Verhaltnisse zur Zeit und 
zur Menge der Metallionen pro Blutkérperchen die Ergebnisse andern. 
Dies geht aus der vorstehenden Abbildung deutlich hervor. 


5. Koagulation. 
a) Ionische Konzentration und koagulierende Titigkeit. 
DaB in den untersuchten Metallsalzlésungen der chemische Erreger 
der Koagulation der Blutkérperchen das Kation sei, wird von der 
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Tatsache bewiesen, dali auch die koagulierende Tatigkeit, was wir 
friiher auch fiir die hamolytische gesehen haben, sich parallel mit der 
lonenkonzentration andert. Und in Wahrheit entspricht einer Zuriick- 
drangung des elektrolytischen Dissoziationsgrades auch eine Abnahme 
der koagulierenden Tiaitigkeit; man bemerkt auch, daB unter den ver- 
schiedenen Metallverbindungen, die meistionisierten die wirksamsten 
sind. 

Was die Wirkung der Zuriickdrangung anbelangt, so will ich dariiber 
bloB die mit HgCl, schon berichteten Untersuchungen der Tabelle IV 
erwaihnen. Es geht aus jenen Versuchen hervor, daB auch die koagu- 
lierende Tatigkeit des Sublimats, wie die himolytische und wie auch die 
antiseptische und die tédliche Wirkung auf die Kaninchen, in Gegen- 
wart von NaCl, NaBr, NaJ verschieden ist: und zwar andert sie sich 
in folgender Ordnung: NaCl > NaBr > NaJ, in welcher Ordnung sich 
eben auch der Konzentrationsgrad der Hg-lonen andert. Auch andere 
Untersuchungen mit anderen Metallsalzen (Pb, Cu u. a.), die ich nicht 
erwihne, um iiberfliissige Wiederholungen zu verhiiten, zeigen, daB der 
parallele Verlauf zwischen koagulierender Wirkung und ionischer 
Konzentration eine bei allen Metallen vorkommende Erscheinung ist. 

Im allgemeinen kénnen wir sagen, dab, wenn nach stattgefun- 
dener Bestimmung der koagulierenden und himolysierenden Minimal- 
werte eines Salzes eine Zuriickdriingung des elektrolytischen Disso- 
ziationsgrades bewirkt wird, man fiir den friiher himolysierenden Mini- 
malwert keine besondere Alteration der roten Blutkérperchen bemerkt 
und da®B der friiher koagulierende Minimalwert dagegen Hiamolyse 
bewirkt. 

Was die koagulierende Wirkung der verschiedenen Verbindungen eines Me: 
talles anbelangt, erwihne ich bloB Bechholds') Untersuchungen mit verschiedenen 
Hy-Verbindungen, die ich vorher kurz erwahnt habe. 

Das, was bis jetzt gesagt wurde, beweist deutlich, wie man bei Unter- 
suchungen mit wenig ionisierten Metallverbindungen oder mit kolloidalen 
Metallen?) in Pulver- oder Blattform im Verhaltnisse zur schwachen 


1) H. Bechhold \. ¢. 

2) Das Vorhandensein oder Fehlen der hamolytischen Titigkeit bei den Me 
tallen in kolloidalem Zustande mus, wie ich in der erwihnten Arbeit gesagt habe, 
auf die verschiedene Léslichkeit der Metalle zuriickgefiihrt werden. Die Arbeiten 
des Trauhe-Mengarini und Scala (Kolloid-Zeitschr. 6, 63; 1910; ibid. 6, 240; 1910) 
beweisen, dab, wihrend das Pb in keltem Wasser, das Ag dagegen nur in siedendem 
Wasser léslich ist, das Pt auch in siedendem Wasser auBerordentlich wenig léslich 
ist. Fiir Palladium und Gold kann man eine gleiche oder eine noch niedrigere Lés- 
lichkeit als die des Platins annehmen. Oben haben wir gesehen, wie das kolloidak 
Blei und Silber himolytisch sind und wie dagegen das Platin, Palladium und Gold 
(Ascoli, Novello, Preti) nicht diese Eigenschaft besitzen. Auch Le Févre und Aric 
(Compt. rend. de la soc. de biol. 1919) haben unlingst bei zu anderen Zwecken 
angestellten Untersuchen mit kolloidalen Metallen auf Kaninchen- und Meer- 
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ionischen Konzentration nur Hamolyse und nicht mehr Koagulation 
haben kann |Metallisches und kolloidales Silber und Quecksilber 
Ascoli und Novello!): kolloidales Blei nur in Pulverform Preti*): 
Silber, Kupfer, Eisen, Blei, in Pulverform Fedeli®)|, oder wie auch 
die Himolyse fehlen kann |Wolloidales Gold, Platin, Palladium 
Ascoli und Novello}. 


b) Aussehen der mit verschiedenen Metallsalzen fixierten Blutkérperchen. 

Bei makroskopischer Priifung der fixierten und am Grunde der 
Probeglischen gelagerten Blutkérperchen fallt sofort der Unterschied 
der Firbung auf. Die mit Zn-Salzen fixierten Blutkérperchen sind in 
ihrer Farbung den nichtfixierten fast ganz gleich; die mit Eisen fixierten 
zeigen eine rostihnliche gelbrote Fiarbung; mit Kobalt und Nickel 
eine bernsteingraue; mit Blei 
eine graue, mit Kupfer eine 
dunkelgriine, mit Quecksil- 
ber eine graue, mit Silber 
eine schwarzgraue, mit Platin 
eine dunkelrote, mit Palla- 
dium eine dunkle NuBfarbe 
und mit Gold eine schwarze 
Fairbung. Auch die mikro- 
skopische Untersuchung 
weist Unterschiede auf; mit 
Fe-, Co-, Ni-, Cu-, Pb-, Ag- 
und An-Salzen nehmen die 





Blutkérperchen ein — ent- 
schieden kérniges Aussehen 
an. InAbb. 7sind mit H,PtCl, 
fixierte Blutkérperchen dargestellt. Dagegen bemerkt man bei Blut- 
kérperchen, die mit HgCl, und PdCl, (siehe Abb. 4) fixiert sind, gar 


Abb. 7. 


nicht ein solehes kérniges Aussehen. 
Bei nicht zu starker Vergr6éBerung erscheint manchmal das kérnige 
Aussehen durch die Gegenwart wirklicher Granulationen, die sich 


schweinchenblutkérperchen Himolyse mit kolloidalem Ag, Spuren davon mit 
Pt, keine Haimolyse mit Gold bemerkt. Dieses Verhaltnis zwischen hamolytischer 
Wirkung und Léslichkeit beweist eben, wie die kolloidalen Metalle nur beim Uber- 
gange von der Dispersionsphase in die Losungsphase wirksam sind. Dies stimmt 
volikommen mit dem, was in einer friiheren Arbeit fiir andere anorganische Kolloide 
bewiesen wurde, iiberein (7. Meneghetti, diese Zeitschr. 121, 1. 1921). 

) M. Ascoli und F. Novello, Compt. rend. de la soc. de biol. 64, 724. 1908; 
ibid. 65, 59; 1908; ibid. 65, 138. 1908. 

2) L. Preti, Compt. rend. de la soc. de biol. 65, 52. 1908. 

3) A. Fedeli, Arch. di farmacol. sperim. e scienze aff. 22, 184; 1916; ibid 
22, 199. 1916. 














Hiimolytische und koagulierende Wirkung der Metaltlionen 71 
. . 4 
mitten im Protoplasma befinden, bedingt zu sein. Wenn man jedoch 


zu sehr starken Vergr6éBerungen greift, so sieht man, wie das kérnige 
Aussehen der Bildung von Rauhigkeiten auf der ganzen Blutkérperchen- 
oberfliche zuzuschreiben ist. Bei starken VergréBerungen bemerkt 
man auch, daf}S die rauhen 
Blutkérperchen eine diskoi- 
dale, die ebenen dagegen eine 
sphirische Form besitzen. In 
Abb. 8 sind Blutkérperchen, 
die mit CuSO, fixiert wurden, 
in Abb. 9solche, die mit HgC, 
fixiert wurden, dargestellt. 

Was fiir einer chemischen 





oder physikalisch-chemi- 
schen Ursache die besondere, 
durch Hg und Pd_ bewirkte 
Koagulationsart der Globularkolloide, die sich mit einem besonderen, 


Abb. S 


von dem der mit anderen Metallsalzen fixierten  Blutkérperchen 
verschiedenen  histologischen Aussehen kundgibt, zuzuschreiben ist, 
ist nicht leicht zu beweisen. 

Was das HgCl, anbelangt, kénnten wir denken, dal} die bemerkte 
Erscheinung der bekannten Eigen- 
schaft dieses Salzes, sich in den 
Lipoiden zu lésen, zugeschrieben 
werden kénne!). 

Fir das PdCl, habe ich in der 
Literatur keine Untersuchungen iiber 
seine Wirkung auf Lipoide  vor- 
gefunden: deshalb habe ich mich 





an die von den erwihnten Autoren 
angegebene Methode zur Erhaltung Abb. 9. 

feiner Lecithinsuspensionen gehalten 

und feststellen kénnen, da die niederschlagbildende Wirkung des 
PdCl, ungefihr der des AgNO, und des HAuCl, entspreche?). 

') D. Porges und BE. Neubauer, Dies. Zeitschr. 7, 152. 1908, 

2) In diesen Untersuchungen wurde eine Tatsache bemerkt, die ein Interesse 
auch fiir die Interpretation der von den mit HAuCl, und PdCl, behandelten Blut 
kérperchen angenommene  Firbung (die wir schon eryvihnt) haben kann. 
Die Lecithinsuspension bildet mit AgNO, sehr rasch einen Niederschlag, langsamet 
dagegen mit Gold- und Palladiumsalzen. Wird eine Mischung von Lecithinsu 
pension mit einer HAuCl,-Lésung hergestellt, so geht die gelbe Fiirbung der Mi 
schung nach und nach ins Violette und sehlieBlich in ein sanftes Blau iiber: es beginnt 
dann die Niederschlagbildung, und auch die amorphe Substanz die sich niedergelegt, 
besitzt dieselbe Farbung. Es scheint sehr wahrscheinlich, daB durch einen Reduktions 
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Scheinbar diirfte also das besondere histologische Aussehen der mit 
HgCl, und PdCl, fixierten Blutkérperchen nicht einem besonderen 
Benehmen dieser Salze gegeniiber den Globularlipoiden zuzuschreiben 
sein. Vielleicht kénnte man dafiir eine Erklirung finden, wenn man 
bedenkt, da die Koagulation mehr oder weniger rasch stattfinden und 
auch in ihrem mikroskopischen Aussehen verschieden sein kann, je nach 
der spezifischen koagulierenden Tiitigkeit der verschiedenen Metall- 
kationen und auch je nach der verschiedenen Konzentration der auf 
die Blutkérperchen wirkenden Kationen. 

Bedenken wir auch, daB das PdCl, und das HgCl, in NaCl-Lésung 
vollkommen entsprechende Anionenkomplexe bilden, PdCl/ und HgCl’, 
weswegen die Konzentration der Pd” und Hg” immer als verhialtnis- 
miabig schwach betrachtet werden muB. So werden wir z. B. in einer 
Lésung von HgCl, in NaCl ein sehr komplexes Gleichgewicht haben!) : 
2 NaCl + HgCl, 2 Na,HgCl, = 2 Na + HgCl” = 2 Na+ Hg + 4Cl’. 
Wahrscheinlich bildet sich der KoagulationsprozeB durch die Hg-lonen 
infolge einer fortschreitenden Ver-chiebung des Gleichgewichtes nach 
rechts durch Bildung von Verbindungen oder von organisch-metallischen 
Adsorptionsprodukten. 

Das besondere histologische Aussehen der mit PdCl, und HgCl, 
fixierten Blutkérperchen mu vielleicht einer besonderen Modalitiit 
im Koagulationsprozesse zuerteilt werden, im Verhiltnisse eben zur 
schwachen Konzentration der Hg’ und Pd” und im Verhaltnisse zur 
Schwierigkeit, mit der die friiher angenommene Verschiebung des Gleich- 
gewichtes vor sich geht. 


¢) Reversibilitit der Koagulation. 

Wenn die Blutkérperchen, die unter der Wirkung eines der unter- 
suchten Metallsalze gestanden sind, in destilliertem Wasser nicht mehr 
Hiimolyse geben, so sprechen wir von irreversibler Koagulation. Um 
sich jedoch genau auszudriicken, muff man ,,nichtreversible Koagu- 
lation durch destilliertes Wasser“ sagen, weil es irrig wire, von Lrrever- 
sibilitaét in absolutem Sinne zu reden. Und das wird durch die folgenden 
Untersuchungen bewiesen. 

Rote Blutkérperchen werden mit | g-proz. HgCl,-Lésungen in | g-proz. 
NaCl-Lésung fixiert, darauf wiederholt in destilliertem Wasser ge- 
prozeB kolloidales Gold gebildet wird, dessen Teilchen die Lecithinkérnchen ver- 
golden. Ein analoger VergoldungsprozeB wurde in der Kolloid-Chemie zur 
Messung von Amikronen einiger Kolloide angewendet (G@. Bérjeson, Kolloid-Zeitschr. 
27, 18; 1920). Auch mit dem PdCl, bemerkt man eine gleiche Aufeinanderfolge 
der Erscheinungen; die Mischung geht von der gelben Farbe in eine immer dunklere 
NuBfarbe iiber, und zuletzt bildet sich ein Niederschlag mit dieser Farbung. 

') Die schon erwihnten Nachforschungen von Sherril zeigen, daB das Gleich- 
gewicht durch die Gegenwart anderer Zwischenverbindungen noch komplexer ist, 
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waschen. Es findet durchaus keine Himolyse statt und man bekommt 
eine Blutkérperchenaufschwemmung mit 1500000 Blutkérperchen pro 
Kubikmillimeter. Dann werden 2 gleichkonzentrierte NaJ-Losungen 
bereitet; die erste durch Mischung verschiedener Mengen 3,1 g-proz. 
NaJ-Lésung (isotonische) mit destilliertem Wasser, die zweite durch 
Mischung gleicher Mengen NaJ- und | g-proz. NaCl-Losung. Jeder Lésung 
wurden 0,2 cem Blutkérperchenaufschwemmung hinzugefiigt. Ergeb- 
nisse und numerische Daten sind in der Tabelle NITE zusammengefabt. 


Tabelle XIII, 








teihe a Reihe 7 
Versuch angestellt mit Versuch angestellt mit 
3,1 g-proz. Fixiert. Blut- lg-proz. 38,1 g-proz. Fixiert. Blut- 
rs . Resultate _— , Resultate 
HO NaJ- kOrperchen- NaCl- NaJ- kOrperchen- 
ecm Losung aufschwemm. Lésung Losung aufschwemm 
ecm cem com cem ecm 
a b c d a’ b’ c’ d’ 
8 ys Q,2 vollkommene, S 2 Q,2 vollkommene [Ha- 
rasch., anhaltend. molyse, Tribune 
Himolyse u. Niederschlag 
bildung 
9 l (0),2 dg. 9g 1 Q,2 del. 
9.5 0.5 0.2 vollkommene, OS OD 0.2 
anhaltende 
Himolyse 
9.8 0.2 0,2 vollkommene, 9,2 0.2 0,2 tinimale Spuren 
langsame, an- von Hiimolyse 
haltende Hamol. 





Die Erklarung der Ergebnisse ist leicht ersichtlich. Durch die 
Gegenwart von NaJ bildet sich wahrscheinlich in dem mit HgCl, fixierten 
Blutkérperchen ein Komplexsalz, und zwar eine Abnahme der Hg-lonen- 
konzentration. Fehlt die zur Koagulationsbildung geniigende Konzen- 
tration, so hat man Himolyse. Diese hiingt nicht von der Hypotonie 
der Lésung ab, weil sie auch in Gegenwart von NaJ in isotonischer 
NaCl-Lésung stattfindet. In diesem Falle bewirkt die Gegenwart des 
Na! auch eine Abnahme der Hg. wie in dem friiheren Falle: es handelt 
sich aber jedenfalls um eine weniger empfindliche Abnahme infolge 
gleichzeitiger Anwesenheit von Chlormercuraten. 

Wahrscheinlich gelangt man zu den Hg.-Konzentrationen, die friihet 
Haimolyse und dann Koagulation bewirken, wie frither beim Behandeln 
der Zwischenkonzentrationen, die zwischen den himolysierenden und 
den koagulierenden stehen, bemerkt wurde. 

Wir haben vorher gezeigt, wie die Hiimolyse auf einen langsamen 
KoagulationsprozeB, der auch nach der Hiimolyse fortdauern kann, 
folgt. Wenn dagegen die Koagulation rasch und energisch vor sich geht, 
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erscheint keine Hamolyse. Allerdings zeigen die Untersuchungen der 
Tabelle XIII, daB, wenn es uns gelingt, aus den fixierten Blutkérperchen 
einen ‘Teil des koagulierenden lons zu entfernen, die Himolyse doch 
erscheint. Folglich kann die Himolyse sowohl waihrend der Entwick- 
lung eines Koagulationsprozesses der Globularkolloide, wie auch wihrend 
der Reversionsbildung eines schon stattgefundenen Koagulationsprozes- 
ses auftreten. 

Analoge Resultate kann man bei Behandlung von mit HgCl, fixierten 
Blutkérperchen durch andere Reagentien erhalten: so bemerkt man 
rasche Hiamolyse, wenn man einer Suspension solcher Blutkérperchen 
in destilliertem Wasser oder in physiologischer Kochsalzlésung wenige 
Tropfen Schwefelwasserstoffwasser hinzufiigt. Im allgemeinen gelingt 
dem H,S Hamolyse der Blutkérperchen zu bewirken, mégen diese 
mit was fiir einem Metallsalz auch immer fixiert worden sein; und dies 
ist begreiflich, weil ja bekanntlich der H,S das spezifische Reagens der 
Schwermetalle ist!). 

Deswegen erscheint die Folgerung wohl begriindet, daB die Koa- 
gulation der Blutkérperchen den Kationen der untersuchten Metallsalze 
zuzuschreiben und daf sie ein labiler, reversibler ProzeB sei, wie es eben 
analoge, durch metallische lonen bewirkte Koagulationsprozesse labiler 
und reversibler Natur bei anderen Geweben?) gibt. Und da®B die dar- 
gestellten Erscheinungen sich in solcher Weise entwickeln miissen, 
begreift man deutlich, wenn man sich auf die bekannten Untersuchungen 
des Galeotti®) iiber Labilitit, Reversibilitat und iiber die verschiedene 
chemische Zusammensetzung der Metallverbindungen der EiweiBkérper 
beruft. 

') Jedoch sind in einigen Fallen diese Erscheinungen viel komplexer: Wenn 
wir mit H,S eine Suspension in destilliertem Wasser von mit AgNO, fixierten 
Blutkérperchen behandeln, so bemerken wir rasche Hiimolyse; wenn dagegen die 
Blutkérperchen in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert sind, so gehen diese 
von einer grauen Fiarbung in eine schwarze iiber, ohne aber Himolyse aufzuweisen, 
auch wenn sie nach solcher Behandlung in destilliertes Wasser iibergefiihrt werden. 
Natiirlich sind in diesem Versuche die sich entwickelnden Vorgiinge sehr kompli- 
ziert, eben im Verhiltnisse zur komplizierten Beschaffenheit der Gleichgewichte, 
die sich in dem Blutkérperchen zwischen Molekiilen, Ionen, organischen und 
mineralischen Kolloiden bilden; weswegen es wohl schwer ist, genaue Verhaltnisse 
zwischen den verschiedenen Fallen aufzustellen, weil die, von jedem Blutkérperchen 
fixierte Metallmenge bekannt sein miiBte, um die Reagentien in den entsprechenden 
Konzentrationen anwenden zu kénnen, 

*) LaBt man eine Augenhornhaut eine Zeitlang in ®/,,HgCl,-Lésung stehen, 

so wird sie hart, weiffirbig, aufgerollt; wird sie in diesem Augenblicke in eine 

n/,,NaJ-Lésung gegeben, so nimmt sie sofort eine Gelbfiirbung, die an einigen Stellen 

ins Rote iibergeht, an; dann verliert sie nach und nach diese Farbung, dehnt sich 

wieder aus, erreicht ihre friihere Form und Festigkeit wieder und nimmt ein durch- 

scheinendes, kirniges Aussehen an. (L. Sabbatani, Arch. di fisiol. 3, 81. 1905.) 
3) G. Galeotti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 492. 1904. 
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6. Zusammenfassung und Sehlublolgerung. 

Wenn wir das bis jetzt Behandelte in kurzer Form zusammenfassen, 
kénnen wir sagen, dal} sowohl die Himolyse wie auch die Koagulation 
der Blutkérperchen durch die untersuchten Metallsalze von Kationen 
bewirkt sind; und dies wird von dem Verhiltnisse, welches zwischen 
himolysierender und koagulierender Tatigkeit einerseits und zwischen 
ionischer Konzentration andererseits besteht, bewiesen. Denn wir 
haben festgestellt, dafi irgendeine Verinderung dieser letzten eine 
parallele Veriinderung jener Tatigkeiten mit sich bringt und daft unter 
den verschiedenen Verbindungen eines Metalles die am_ starksten 
ionisierten auch die wirksamsten, sowohl in der Hiimolyse wie in der 
Koagulation sind. Die physikalisch-chemischen Prozesse, deren End- 
resultat Haimolyse oder Koagulation ist, entwickeln sich mit verschic- 
dener Geschwindigkeit je nach der Temperatur, Konzentration und 
spezifischen Titigkeit der Metallionen und je nach den besonderen 
Kigenschaften des untersuchten Salzes, im Verhialtnisse eben zu der in den 
verschiedenen Fallen verschiedenen Verschiebungsgeschwindigkeit unter 
den Phasen eines sehr komplexen Gleichgewichtes. Wahrscheinlich 
muB man der verschiedenen Geschwindigkeit dieser Verschiebungen 
gewisse besondere histologische Bilder, die in den mit einigen Salzen 
fixierten Blutkérperchen auffallen, zuschreiben. 

Im allgemeinen kann man behaupten, daB die zur Koagulation 
hinneigenden physikalisch-chemischen Prozesse als allererste erscheinen 
und daB sie sich bei manchen hohen Konzentrationen so rasch entwickeln, 
dafs das Endresultat eine plétazliche Koagulation der Blutkérperchen 
ist: bei nicht so hohen Konzentrationen geht die Bildung jener Prozesse 
weniger rasch vor sich, wobei sie in ihrer Entwicklung von einer Hiimo- 
lyseerscheinung durchzogen werden und als Endresultat Koagulation 
von zersplitterten Blutkérpercheniiberresten stattfindet. Bei niedrigeren 
Konzentrationen bilden sie sich langsam aus, waihrend ihre Entwicklung 
nach dazwischen stattgefundener Himolyseerscheinung durch eine 
Zunahme der Viscositat der hamolysierten Fliissigkeit angezeigt wird. 
Bei noch geringeren Konzentrationen wird auch das Zunehmen der 
Viscositaét nicht mehr wahrgenommen. 

Wenn man mit Hilfe entsprechender chemischer Reagentien von 
den fixierten Blutkérperchen einen Teil des koagulierenden Agens in 
dem Mabe entfernt, da man eine niedrigere Konzentration als die 
koagulierende Minimalkonzentration erhalt, so erscheint Héimolyse, 
die sich sowohl wihrend der Entwicklung von Prozessen, die zur Koa- 
gulation hinneigen, als auch wihrend der Reversion einer schon statt- 
gefundenen Koagulation entwickeln kann. Man darf deshalb behaupten, 
daB das Metall in den fixierten Blutkérperchen als lon noch vorhanden 
ist und da wahrscheinlich die Koagulation durch Bildung einer Ver- 
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bindung oder eines ionisch-proteinischen Adsorptionsproduktes, der eben 
die bewiesenen Labilitéts- und Reversibilitaétseigenschaften und ver- 
schiedene Zusammensetzung besitzt, verursacht wird. Es scheint dem- 
nach das, was ich friiher einmal gesagt habe, bestiétigt, daB nimlich 
ein Erreger, das Metallion, je nach seiner Konzentration, vollkommen 
verschiedene Erscheinungen, wie z. B. Fixierung und Himolyse, hervor- 
rufen kann. Bei jener Gelegenheit habe ich das festgestellte Verhaltnis 
zwischen Loésungstension der Metalle und ihrer himolytischen und 
fixierenden Wirkung erliutert und mich dabei auf die bekannten 
Arbeiten Mathews') tiber den Spannungskoeffizienten der Elektrolyten 
vestiitzt. 

Indem ich mich auf die Forschungen von M. Fischer?) und 
Iscovesco®) iiber die verschiedene chemische und elektrische Natur 
der Globularkolloide und auf das, was tiber die toxische Wirkung det 
lonen auf die Cellularkolloide bekannt ist, berief, untersuchte ich, was 
fiir Veranderungen in dem komplexen Gleichgewicht der roten Blut- 
kérperchenkolloide durch Eintreten einer positiv-elektrischen Ladung 
stattfinden kénnte. 

Auf Grund von vielfachen Erwigungen nahm ich an, daB als Folge 
der Wirkung einer solchen Ladung sich im allgemeinen physikalisch- 
chemische Prozesse entwickeln, die zur Koagulation der entgegengesetzt 
bezeichneten Globularkolloide hinneigen und die mehr oder minder 
rasch, mehr oder minder stark auftreten, je nach der spezifischen 
Tatigkeit der Metallionen (deren Index die Lésungstension bildet) und 
ihrer Konzentration. Wenn sie sich sehr rasch entwickeln, gelangt man 
zur Koagulation; wenn sie sich dagegen langsam entwickeln, so gelangt 
man zu Ladungsverschiebungen im komplexen Gleichgewicht der 
Globularkolloide (vielleicht durch das Uberwiegen der Ladung der 
positiv-elektrischen Kolloide), die einen sich in Himolyse kundgebenden 
AuflockerungsprozeB verursachen. Diese hauptsachlich theoretischen 
Erwigungen werden durch das, was beziiglich der Verhiltnisse, die 
zwischen den zur Koagulation und zwischen den zur Hamolyse hin- 
neigenden Prozessen bestehen, auch experimentell unterstiitzt; wir 
haben nimlich gesehen, wie jene diesen letzten vorausgehen und wie 
fiir manche Konzentrationen, die vor dem Erscheinen der Himolyse 
begonnenen Koagulationsprozesse auch nach der Hamolyse fortdauern. 
Auberdem haben wir gezeigt, wie durch Abnahme der Konzentration 
des koagulierenden Erregers in den fixierten Blutkérperchen eine 
Reversion in der Koagulation bestimmt werden kann und wie an einem 
bestimmten Zeitpunkte dieses Prozesses die Bildung der Hamolyse 


) A. P. Mathews, Americ. journ. of physiol. If, 455; 1901; 14, 203; 1905. 
2) M. H. Fischer, Das Odem. 8. 170: Die Natur der Himolyse. Dresden 1910. 
°*) H. Iscovesco, Etudes sur les humeurs de Vorganisme. Paris 1906. 
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erscheint. Es scheint demnach die Behauptung gerechtfertigt, dab die 
Himolyse bei einem bestimmten kritischen Werte, den man sowohl 
wihrend der Bildung von Prozessen, die zur Koagulation hinneigen, 
wie auch wihrend der Reversion einer schon stattgefundenen Koa- 
gulationserscheinung erreichen kann, auftritt. 

Ob iiberhaupt und in welchem Mabe diese Erwigungen auf eine 
allgemeine Erliuterung der vielfachen pharmakologischen Wirkungen 
der Metalle tibergefiihrt werden kénnen, wird in einer anderen Arbeit 
untersucht werden; einstweilen geniigt die Bemerkung, wie es nach 
dem bisher Behandelten leichtverstindlich ist, daB ein und dasselbe 
Agens 2 scheinbar verschiedene Erscheinungen, wie die Koagulation 
der Blutkérperchen und die Himolyse, hervorrufen kann. Das, was bis 
jetzt erwaihnt wurde, fiihrt zu einem Schlusse, der beim ersten Anblicke 
ein Paradoxon zu sein scheint: Die zur Koagulation der Blutkérperchen 
hinneigenden Anderungen in den Globularkolloiden sind eben diejenigen 
durch welche auch die Hamolyse bedingt wird. 














Die Triketohydrindenhydrat(Ninhydrin)-Reaktion als quan- 
titative kolorimetrische Bestimmungsmethode des Amino- 
siiurenstickstoffes; praktische Anwendung der Methode. 


Von 


H. Riffart. 
(Mitteilungen aus dem Stadt. Nahrungsmittel-Untersuchungsamt, Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 8. April 1922.) 


Triketohydrindenhydrat, das Ninhydrin der Héchster Farbwerke, 
wurde zuerst von Ruhemann') als Reagens auf Aminosiuren ver- 
wendet. 

Weitere Untersuchungen tiber die Triketohydrindenhydratreaktion 
wurde von E. Abderhalden und H. Schmidt?) angestellt, die sie zum Nach- 
weis der durch Fermente abgebauten dialysierbaren Eiweibstoffe ver- 
wendeten. 

Sie lésten 0,1 g Triketohydrindenhydrat in 30—40 ccm Wasser auf, gaben 
von dieser Lésung 1—2 Tropfen zu 1 cem der zu priifenden genau neutralisierten 
Fliissigkeit und erhitzten kurze Zeit bis zum Sieden. Beim Abkiihlen zeigte sich 
dann beim positiven Ausfall der Reaktion eine mehr oder weniger ausgeprigte 
Blaufirbung. Die Verfasser fanden, daB auf das Arbeiten mit neutralen Lésungen 
gréBter Wert gelegt werden muB. Bei schwach saurer Reaktion der untersuchten 
Fliissigkeit erhielten sie noch Blaufarbung, aber mit einem Stich ins Rétliche; 
war die Reaktion stark sauer, dann trat Rotviolett-Rotfarbung ein oder blieb sogar 
jede Farbung aus; sehr stérend war die alkalische Reaktion; sie verhinderte das 
Zustandekommen der Blaufarbung. Neutralsalze stérten nicht. 

In der genannten Arbeit hei®t es weiter: ,,Aus dieser Zusammenstellung 
geht klar hervor, daB EiweiBstoffe mit dem Reagens eine intensive Blaufirbung 
geben, auch die Peptone; ebenso alle bis jetzt untersuchten Polypeptide; das 
gleiche gilt fiir die untersuchten a«-Aminosiuren. Auch das Isoserin hat geringe 
Blaufarbung und ebenso das £-Alanin. Da jedoch die Reaktion bei verschiedenen 
Priparaten verschieden stark ausfiel, ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB bei der Empfindlichkeit der Reaktion Verunreinigungen in Betracht kommen. 
Von den «-Aminosaéuren machen eine Ausnahme das Prolin, Oxyprolin und die 
Pyrrolidoncarbonsaure. Diese 3 Sauren besitzen keine Amino-, sondern eine 
Iminogruppe. Bei allen 3 Verbindungen gab ihre Lésung nach Zusatz des Reagenses 
keine Blaufirbung. Nach den bisherigen Erfahrungen tritt eine Blaufairbung nur 


1) Journ. of the chem. Soc. Transact. 97, 1438, 2025. 1910; 99, 792, 1111; 
101, 780. 1912. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 37—42. 1911. 




















H. Riffart: Triketohydrindenreaktion als quantitative kolorim. Methode usw. = 79 


dann auf, wenn neben einer freien Aminogruppe eine freie Carboxylgruppe vor- 
handen ist. Von beiden Gruppen kénnen die Verbindungen auch mehrere besitzen. 
Ob im Einzelfalle die Stellung der Aminogruppe zum Carboxyl von Bedeutung ist, 
bedarf noch weiterer Priifung. Triketohydrindenhydrat ist ein vorziigliches 
Reagens auf die Reinheit der Diketopiperazine; Glucosamin gibt keine Blaufairbung, 
wohl aber die Glucosaminsdure. Farbungen treten auch auf mit alkalischen, 
speziell ammoniakalischen Lésungen. Wir beobachteten in keinem Falle Blau- 
farbung; Ammoniak kann die Farbreaktion stéren; ist soleches vorhanden, dann 
wird es am besten durch Verdampfen der Lésung vertrieben. Erwahnt sei noch, 
da®B die Haut sich mit dem Reagens intensiv blau farbt.“ 
Die Empfindlichkeit der Reaktion wird wie folgt angegeben: 


MAROMOR 60s 6 se se eS ee 
Be eis ss es se ee 
Pry oe. ee Be OO 


In einer spiteren Arbeit Abderhaldens') erfihrt die Ninhydrinreaktion eine 
kleine Abainderung. Sie wird dort wie folgt angegeben: Zu 10 ccm einer genau 
neutralisierten auf Aminosiuren zu priifenden Lésung gibt man 0,2 cem einer 
1 proz. wasserigen Ninhydrinlésung, gibt einige Siedesteinchen hinzu und kocht 
genau 1 Minute auf. Bei Anwesenheit von Aminosauren wird die Lésung sofort, 
mindestens aber nach !/,stiindigem Stehen, tiefviolett; bei Anwesenheit von nur 
Spuren Aminosiuren blaulich gefarbt. 

Nach W. Halle, E. Lowenstein und EF. Pribram?) geben auch redu- 
zierende Zucker und alipathische Alkohole mit Triketohydrindenhydrat 
Blaufirbung, allein nur dann, wenn bei neutraler Reaktion die be- 
treffenden Verbindungen in sehr hohen Konzentrationen, das hei®t in 
Substanz vorliegen (bei Zusatz von Wasser verschwindet der Farbton 
in allen Fallen) oder wenn nach dem Kochen 5 proz. Natronlauge zu- 
gefiigt wird. Eine Verwechslung mit der Aminosiiurereaktion, die ja in 
wiassriger Lésung ausgefiihrt wird, kommt also hier nicht in Frage. 

Von Bedeutung sind dagegen die Veréffentlichungen von C. New- 
berg (diese Zeitschr. 56, 500 und 67, 56). Verfasser findet, daB ein typi- 
scher Ausfall der Ninhydrinreaktion auch mit Koérpern erhalten wird, 
die mit Aminosiuren nicht das geringste zu tun haben. So geben eine 
positive Ninhydrinreaktion: Amine, namentlich in Verbindung mit 
schwachen Siuren wie Essigsiiure, Phosphorsiure, Borsiiure und Kohlen- 
siiure, ebenso Oxyamine. Ferner Aminoaldehyde, Harnstoffderivate, 
organische Aminosulfosiuren, Ammoniaksalze, von Aldehyd- und Ke- 
tonsiiuren und bestimmte organische Siuren, die Carbonylverbindungen 
und Halogenaldehyde, die vorher mit Ammoniak in Beriihrung ge- 
wesen waren. Auch verschiedene anorganische Substanzen kénnen nach 
Angabe des Verfassers die Reaktion auslésen. Neuberg kommt daher 
zu dem SchluB, daB die Ansicht Abderhaldens, dal fiir einen positiven 


1) Beitrige zur Klinik der Infektionskrankheiten und zur Immunitits- 
forschung, 1913, 8. 243. 
2) Diese Zeitschr. 55, 357. 1913. 
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Ausfall der Ninhydrinreaktion eine freie Aminogruppe und eine freie 
Carboxylgruppe vorhanden sein muB, nicht mehr aufrecht erhalten wer- 
den kann und da man keineswegs die Diagnose von Aminosiuren ein- 
fach auf einen positiven Ausfall der Triketohydrindenhydratreaktion be- 
griinden kann. Ferner hat Neuberg gefunden, daB bei Anstellung der Re- 
aktion méglichste Neutralitat anzustreben ist und daB® z. B. die freien 
Amine oder ihre Chlorhydrate in einigen Fallen keine Reaktion geben, 
wohl aber die Salze dieser Amine mit schwachen Sauren, wie mit Essig- 
siiure, Phosphorsiure oder Borsiiure. Es muf also grober Wert auf die 
Reaktion und unter Umstinden auf eine Pufferung mit Natriumacetat, 
Phosphat, Borat oder Calciumearbonat gelegt werden.” 

KE. Herzfeld') benutzt den beobachteten EinfluB der Konzentration 
der zu untersuchenden Lésungen an Aminosiiuren auf die Triketohy- 
drindenhydratreaktion zur Ausarbeitung einer quantitativen spektro- 
photometrischen Methode. 

Er verfahrt folgendermaBen: ,,Man bringt 0,5cem einer | proz. wisserigen 
Ninhydrinlésung in eine Porzellanschale, fiigt die zu priifende ammoniakfreie, 
neutral] reagierende Lésung hinzu und dampft auf dem Wasserbade zur Trockne 
ein. Der Trockenriickstand wird mit kaltem, wenn schwerléslich, mit heiBem, 
absolutem Alkoho] digeriert, wobei sich ein groBer Teil auflést. Die noch am Boden 
der Schale anhaftenden Teile kénnen mit Hilfe eines Glasstabes in absolutem 
Alkohol vollkommen verrieben werden, wobei wieder ein groBer Teil in Lésung 
geht. Man wiederholt dieses Verfahren solange, bis der zugesetzte Alkohol farblos 
bleibt. Sollten die im MeBzylinder angesammelten alkoholischen Extrakte keine 
violette bis blaue Farbe, sondern eine rote haben, so riihrt man mit Hilfe eines mit 
Ammoniak angefeuchteten Glasstabes um, worauf dann die violette bis blaue 
Farbe auftritt. Man fiillt nun diese Lésung mit absolutem Alkohol bis zu einem 
bestimmten Volumen auf, filtriert und fiillt damit die eine Réhre des Spektro- 
photometers. Zur Fiillung der anderen Réhre dampft man 0,5 cem 1 proz. Nin- 
hydrin ganz trocken ein und Jést den Riickstand in 20 cem absolutem Alkohol. 
War die zu untersuchende gefarbte Lésung bis 40, 50, 60 usw. ccm aufgefiillt, so 
vermerkt man eine 2-, 2,5-, 3fache Verdiinnung und multipliziert mit der ent- 
sprechenden Zahl den Extinktionskoeffizienten. Auf Grund der Untersuchung 
einer Anzahl Aminosiuren berechnet Herzfeld den Prozent gehalt von —NH, -COOH 
wie folgt: 

Extinktionskoeffizient 
0,046 (Konstante) 

Grazia Norzi*) verwendet die Ninhydrinreaktion zum Nachweis ver- 
dorbenen Mehles. Verfasser gibt folgende Methode an: 

6,5 g Mehl werden 10—12 Stunden in sterilem Wasser dialysiert. 5 ccm Dia- 
lysat werden in einem Reagensglas mit 5 Tropfen einer 1 proz. Ninhydrinlésung 
gemischt und 2—3 Minuten gekocht. Zersetztes Mehl gibt hierbei eine Violett- 
farbung und zwar um so intensiver, je weiter die Zersetzung vorgeschritten ist. 
Als Vergleiche dienen Dialysate von frischem, gesundem Mehle. Wie in der Arbeit 
angegeben ist, beruht die Violettfairbung auf der Anwesenheit von Aminosiuren, 
die sich aus den zersetzten Eiwei®kérpern abgespalten haben. 


—NH,- COOH = 


1) Diese Zeitschr. 59, 249. 1914. 
2) Giorn. Farm. Chim. 64, 533—538. 1915. 
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Die vorliegenden Arbeiten, besonders die Feststellungen von 
C'. Neuberg sowie Halle, Lowenstein und Pribram veranlaBten mich, die 
Triketohydrindenhydratreaktion zu einem quantitativen kolorimetri- 
schen Bestimmungsverfahren des Aminosiurestickstoffes auszuarbei- 
ten. Mit dieser Methode wurde dann in Erganzung der von den erwihn- 
ten Autoren gemachten Angaben das Verhalten des Triketohydrinden- 
hydrates gegentiber einer Reihe anderer Verbindungen, besonders gegen- 
iiber Aminen und Amoniumsalzen gepriift. 

Die von Herzfeld ausgearbeitete spektrophotometrische Methode er- 
reicht infolge des Eindampfens der zu untersuchenden Lésung mit Nin- 
hydrin eine sehr hohe Empfindlichkeit ; Verfasser konnte noch 0.0005 mg 
Glykokoll bzw. Alanin nachweisen. Andererseits ist aber mit dem Ein- 
dampfen zweifellos eine Reihe von Fehlern verbunden, die keineswegs 
unberiicksichtigt bleiben k6nnen. Einmal werden beim Eindampfen mit 
Ninhydrin neben Aminosauren auch alle die Stoffe Farbstoff bilden, die 
auf Grund der Untersuchungen von Halle, Léwenstein und Pribram nur 
in sehr hohen Konzentrationen mit Ninhydrin reagieren. Es sind dies 
alle reduzierenden Zuckerarten sowie aliphatische Alkohole (Glycerin, 
Athylenglykol, Erythrit, Glycerinaldehyd, Aceton usw. sowie alle Zucker 
mit freier Aldehyd- oder Ketogruppe). Sind solche Stoffe vorhanden, 
so werden sie bei dem von Herzfeld vorgeschlagenen Verfahren die 
Aminosiurebestimmung unter Umstanden sehr stark beeinflussen 
kénnen, waihrend bei Arbeiten in wisseriger Lésung eine Stérung von 
dieser Seite nicht zu befiirchten ist. Dasselbe laBt sich sagen beziiglich 
des Vorhandenseins kleiner Mengen von Ammoniumverbindungen sowie 
von Aminen bestimmter Zusammensetzung. Denn auch die Ammonium- 
verbindungen sowie gewisse Amine geben mit Triketohydrindenhydrat 
die charakteristische Blauviolettfirbung; jedoch ist nach meinen Un- 
tersuchungen diesen Verbindungen gegentiber die Empfindlichkeit der 
Ninhydrinreaktion geringer als gegeniiber den Aminosiuren, so dab bei 
der Anwesenheit kleiner Mengen der genannten Verbindungen (etwa 
unter 15 mg Stickstoff im Liter) eine Beeinflussung der Bestimmung 
des Aminosiurestickstoffes nicht zu erwarten ist. Bei Herz/eld wiirden 
jedoch durch das Kindampfen auch sehr kleine Mengen dieser Verbin- 
dungen mit in Reaktion treten. Endlich sei noch folgender Umstand 
erwahnt. 

Herz/eld schreibt: ,,Sollten die im MeBzylinder angesammelten alkoholischen 
Extrakte keine violette bis blaue Farbe, sondern eine rote haben, so riihrt man mit 


Hilfe eines mit Ammoniak befeuchteten Glasstabes um, worauf dann die violette 
bis blaue Farbe auftritt.“ 


. 


Demgegeniiber stellte ich fest, daS Ammoniak nicht nur beim Ein- 
dampfen mit Ninhydrin Rotfirbung gibt, sondern daB auch der Zusatz 
eines Tropfens Ammoniaks zu einer Lésung von Ninhydrin in absolutem 
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Alkohol derselben eine kriftig ziegelrote Farbe erteilt, die den durch 
Messung im Spektrophotometer erhaltenen Aminosiurenwert sicher 
beeinflussen diirfte. 

In folgendem sei der Kiirze halber statt ,,Triketohydrindenhydrat*‘ 
stets die geschiitzte Handelsbezeichnung ,,Ninhydrin*: angewendet, das 
mir von den Héchster Farbwerken in den fiir vorliegende Arbeit not- 
wendigen Mengen in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt 
wurde. 


I. Die Ninhydrinreaktion; ihre Verwendung zur quantitativen kolori- 
metrischen Bestimmung des Aminosiurestickstoffes. 


Einleitende Versuche, die an wissrigen 0,1 proz. Asparaginsiure- 
lésungen vorgenommen wurden, ergaben, da die Ninhydrinreaktion 
hauptsichlich von folgenden Faktoren beeinfluBt wird: 

von der Dauer der Erhitzung; 

von der Wasserstoffionenkonzentration und von dem Gehalt der zu 
untersuchenden Lésung an «-Aminosiuren. 

Das von Abderhalden vorgeschlagene Verfahren — Kochen der zu 
untersuchenden Lésung tiber freier Flamme eine Minute lang — mubte 
fiir den vorliegenden Zweck als unzweckmabig angesehen werden. Nach 
dem Abderhaldenschen Verfahren erhielt ich trotz méglichster Einhal- 
tung gleicher Bedingungen sehr unregelmaBige Farbténe. Bei den ver- 
haltnismaBig kleinen Flissigkeitsmengen lieB sich nur in seltenen Fallen 
ein gleichmaBiges Erhitzen erzielen. Ich wahlte daher das Erhitzen des 
Reaktionsgemisches im siedenden Wasserbade, wobei auch bei gréBeren 
Versuchsanordnungen gleiche Verhiltnisse gewihrleistet wurden; auch 
wurde festgestellt, daB beim Erhitzen im Wasserbad viel kriftigere 
Farbténe erzielt wurden, als beim Kochen mit den gleichen Aminosaure- 
mengen. 

DaB die Ninhydrinreaktion in hohem Mae abhangig ist von der 
Wasserstoffionenkonzentration, stellte ich durch folgende Versuche fest : 
Nach den von Sorensen") in seiner Arbeit ,,Uber die Messung und die 
Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration bei enzymatischen Pro- 
zessen** gemachten Angaben wurden Phosphatmischungen hergestellt, 
die den Wasserstoffionenexponenten 5,600; 5,910; 6,239; 6,468; 6,643; 
6,813; 6,976; 7,146; 7,347 und 7,648 entsprachen. Als Ausgangsmate- 
rial dienten primires Kaliumphosphat und sekundires Natriumphosphat, 
wie sie von der Firma Kahlbaum unter der Bezeichnung ,,zu Enzym- 
studien nach Sérensen“ geliefert werden. Von diesen einzelnen Phos- 
phatmischungen wurden je 2 ccm zu je 2 ccm einer 0,1 proz. Asparagin- 
siurelésung gegeben. Nach Zusatz von 1 ccm einer | proz. Ninhydrin- 
lésung wurde 20 Minuten im Wasserbade erhitzt. Es zeigte sich, daB 


1) Diese Zeitschr. 21, 175. 1909. 
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bei dem Versuch, dem die Stufe 6,976 zugesetzt war, der Farbstoff am 
reinsten und stirksten die charakteristische Blauviolettfirbung auf- 
wies. Bei den héheren Stufen gingen die Farbténe immer starker ins 
Violette tiber; bei der Stufe 7,648 war die Farbe schon schmutzigviolett. 
Bei den Stufen unter 6,976 nahm die Farbstoffbildung an Intensitiat 
rasch ab; die Téne waren zwar etwas reiner blau, als bei den héheren 
Stufen, aber schwicher; bei der Stufe 5,910 war nur noch eine geringe 
Farbung zu beobachten; bei Stufe 5,600 trat itiberhaupt keine Firbung 
mehr ein. Die Abstufung der Farbténe von Stufe zu Stufe war dabei 
derartig stark, dafS man die Ninhydrinreaktion gut zur Bestimmung 
der Wasserstoffionenkonzentration fiir das Exponentenintervall von 
5,9 bis etwa 7,4 verwenden kénnte. 

Aus obigen Versuchen geht jedenfalls hervor, welch grobe Rolle 
die Wasserstoffionenkonzentration bei der Ninhydrinreaktion spielt. 
Diese zu einer quantitativen auszubauen, war nur dann méglich, wenn 
die zu untersuchenden Lésungen genau neutralisiert wurden und auch 
wihrend dem Erhitzen im Wasserbad eine Anderung ihrer Wasserstoff- 
ionenkonzentration verhindert wurde. Ich verfuhr daher folgendermaBen : 

Da beim Vorversuche die Stufe 6,976 als giinstigste ermittelt wurde, 
stellte ich zunichst die zu untersuchende Lésung auf diese Stufe mit 
sehr verdiinnter Lauge bzw. Siure (n/400) und Neutralrot als Indikator 
ein; als Vergleich diente eine ebenfalls mit Neutralrot versetzte Phos- 
phatmischung, die dieser Stufe entsprach. Bei geeignetem Zusatz des 
Indikators liBt sich die Neutralisation auf einen Tropfen n/400-Lauge 
bzw. Saéure genau ausfiihren. Um ferner die Konzentration der Wasser- 
stoffionen beim Erhitzen konstant zu halten, setzte ich in Anlehnung 
an die oben erwihnte Sdrensensche Arbeit einen Puffer in Form der der 
Stufe 6.976 entsprechenden Phosphatmischung zu. Auf diese Weise 
werden Einfliisse alkalischer Bestandteile des Glases, der Kohlensaure 
der Luft oder etwaiger beim Erhitzen in geringen Mengen auftretender 
Zersetzungen beseitigt. Die Bedeutung des Puffers ist die, daB er die 
Wasserstoffionenkonzentration konstant halt und die Zufuhr kleiner 
Mengen Siure oder Basen nur unwesentliche Anderungen der Ionen- 
konzentration wird hervorrufen kénnen. Wie wichtig auch bei der vor- 
liegenden Methode der Zusatz eines Puffers ist, ergibt sich daraus, dab 
bei kleineren Aminosaurengehalten ohne Zusatz eines Puffers keine 
Farbungen auftraten, wihrend mit Puffer bei denselben Aminosiuren- 
mengen noch schéne Farbungen erhalten wurden. 

Die ausfiihrliche Beschreibung der Arbeitsweise werde ich weiter 
unten bringen. 

Mittels der so geschaffenen Unterlagen war es nun méglich, den Ein- 
flu8 verschiedener Aminosiurenkonzentrationen auf die Ninhydrin- 
reaktion zu studieren. Je 2ccm wiisseriger Asparaginsdiurelésungen 
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von den Konzentrationen 0,1 ; 0,06; 0,05; 0,04 usw. bis 0,001°,, wurden im 
Reagensglas mit Neutralrot als Indikator (0,05 ccm) neutralisiert, mit je 
2 ccm des Phosphatgemisches als Puffer und je 1 cem der | proz. Nin- 
hydrinlésung versetzt und 30 Minuten im lebhaft siedenden Wasser- 
bade erhitzt; bei den Asparaginsiurekonzentrationen von 0,1°, bis 
0,04°, traten schon nach 2 Min. Farbungen auf; bei 0,03°, und 0,02°,, nach 
4 Min.; bei 0,01°,, und 0,009°, nach 5 Min., bei 0,008°,, und 0,007°,, nach 
6 Min.; bei 0,006°, nach 7 Min.; bei 0,005°, nach 10 Min.; bei 
0,004°,, nach 12 Min.; bei 0,003°, nach 24 Min. 0,001°, Asparagin- 
siure gab auch nach 3/,- und I stiindigem und 0,002°/, nach 30 minu- 
tigem Erhitzen keine Fiarbung; es bildete sich nur schwache Gelb- 
firbung, wie sie auch bei langem Erhitzen von Ninhydrin allein ohne 
Asparaginsaure unter Einhaltung der gleichen Bedingungen beobachtet 
wurde. 0,002°, Asparaginsiurelésung gab zwar noch geringe Farbung, 
die jedoch nicht in allen Fallen als eindeutig angesehen werden kann. 
Bei simtlichen tibrigen Versuchsanordnungen lagen die Farbstarken in 
der Reihenfolge der Asparaginsiurekonzentrationen gut abgestuft, so 
daB man auch bei den niedrigsten Konzentrationen (bis zu 0,003°,, As- 
paraginsiur:, jedes 0,001°, deutlich unterscheiden konnte. Nur bei 
den héheren Konzentrationen von etwa 0,04°, an aufwarts war eine 
Unterscheidung infolge der Dichte des Farbstoffes schwer ; diese Schwie- 
rigkeit wurde beseitigt, indem bei allen spiiteren Versuchen die gebilde- 
ten Farbstofflésungen auf 100 ccm mit destilliertem Wasser verdiinnt 
und in Zylindern aus farbiosem Glas verglichen wurden. Auf diese Weise 
lieB sich der kolorimetrische Vergleich in allen Fallen gut durchfiihren. 
Bemerkt sei noch, daB die Farbténe bei sdmtlichen Versuchsanordnungen 
gleich, némlich blauviolett waren, ein Beweis, dap in allen Fédllen dieselbe 
Wasserstoffionenkonzentration vorhanden war. 

Aus obigen Versuchen geht hervor, daB sich noch 0,003°,, Aspara- 
ginsaiure einwandfrei nachweisen lassen ; diese Menge entspricht 0,00028° , 
Aminosaurestickstoff = rund 3 mg Aminosaurestickstoff im Liter. Die 
Empfindlichkeit der Reaktion betriagt demnach, berechnet auf Amino- 
sdurestickstoff, etwa 1: 340 000. 

Durch Anwendung gréBerer Mengen der Asparaginsaiurelésung als 
2cem lieB sich die Reaktion nicht empfindlicher gestalten. Ferner 
zeigten auch hier Parallelversuche, daB die Zugabe einer Pufferlésung 
notwendig ist; wurde die Phosphatmischung fortgelassen, so traten nur 
bei den héheren Konzentrationen Farbungen auf, wihrend sie bei den 
niedrigeren Konzentrationen vollstindig ausblieben, obwohl in allen 
Fallen mit n/400 Lauge neutralisiert worden war (Hydrolyse der amino- 
sauren Salze). 

Ferner ist zu beachten, da&B man zweckmaBig den Vergleich der ent- 
standenen Farbungen bzw. ihrer Verdiinnungen erst 31), Stunde nach 
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dem Erhitzen vornimmt, da nach den gemachten Erfahrungen die Farb- 
starke kurz nach dem Erhitzen noch etwas zunimmt. Der gebildete 
Farbstoff ist sehr bestandig; bei langerem Stehen verblaBt er allmahlich : 
jedoch waren die Farbungen noch nach 60 Stunden auch in den Ver- 
diinnungen deutlich vorhanden. Bei direktem Sonnenlicht nehmen die 
Farbungen rasch ab. 

Beziiglich des Zusatzes der erforderlichen Menge Ninhydrin ist 
folgendes zu bemerken. Die von Abderhalden angegebene Menge (0,2 ccm 
der 1 proz. Ninhydrinlésung auf 10 cem der zu untersuchenden Fliissig- 
keit) ist auch bei verhaltnismaBig kleinen Asparaginsiurekonzentratio- 
nen nicht ausreichend; es treten wohl Farbungen auf, die jedoch bei 
Zusatz gréBerer Mengen an Ninhydrin noch viel starker wurden. Es ist 
leicht erklarlich, daB die restlose Auswertung der Reaktion einen Uber- 
schuB an Ninhydrin erfordert. In dieser Richtung angestellte Versuche 
ergaben, daB fiir die hier in Betracht kommenden Aminosiurenkonzen- 
tration ein Zusatz von 1 cem der | proz. Ninhydrinlésung in allen Fallen 
geniigen diirfte. 

Nachdem so die Ninhydrinreaktion in ihren Einzelheiten studiert 
und festgelegt war, verglich ich die mit vier verschiedenen Asparagin- 
siurekonzentrationen (0,004; 0,009; 0,02 und 0.07°, Asparaginsaure) 
nach der vorstehenden Arbeitsweise erhaltenen Farbungen mit den 
Fairbungen von Asparaginsiure-Vergleichslésungen bekannter Konzen- 
tration. In allen Fallen wurde der theoretische Wert gefunden. 

Wahrend sich somit in allen den Fallen, in denen eine bekannte 
Aminosiure vorliegt, ohne weiteres eine Gehaltsbestimmung des Amino- 
sdurestickstoffes ausfiihren laBt, war es weiterhin Aufgabe, festzustellen, 
ob — wie tibrigens zu erwarten — die Starke des bei der Reaktion ge- 
bildeten Farbstoffes allein abhingig von der Menge des anwesenden 
Aminosaurestickstoffes ist. Ist dies der Fall, dann muf sich mit einer 
beliebigen bekannten Aminosiure als Vergleichslésung — z. B. Aspara- 
ginsiure — der Gehalt an Aminosiurestickstoff in jeder anderen belie- 
bigen Aminosaiure und auch in Gemischen verschiedener Aminosauren 
bestimmen lassen. Ich fiihrte folgende Versuche aus: 

Unter Beriicksichtigung des Aminosiurestickstoffgehaltes  stellte 
ich aus folgenden ~-Aminosiuren Lésungen her, die 10 mg Aminosaure- 
stickstoff im Liter gelést enthielten: Asparaginsiure, Alanin, Phenyl- 
alanin, Glutaminsiure, Glykokoll, Leucin, Tyrosin und Tryptophan. 
Als Vergleichslésung wihlte ich wieder Asparaginsiiure und zwar der 
einfacheren Berechnung wegen: 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 mg 
Aminosaurestickstoff im Liter entsprechend. Nach den gemachten Er- 
fahrungen geniigen Vergleichslésungen, die um 2 mg/1 verschieden siad, 
da sich die Zwischenwerte infolge der groBen Unterschiede der erhaltenen 
Farbstairken genau genug durch Abschitzen feststellen lassen. Bei 
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langerer Ubung ist es sogar méglich, noch 0,5 mg/l abzuschatzen. Ferner 
ging ich nicht hoher als bis zur Konzentration von 20 mg Aminosiiure- 
stickstoff im Liter, um die Zahlen der einzelnen Vergleichslésungen még- 
lichst zu beschranken; auBerdem war selbst beim Verdiinnen der Farb- 
lésungen auf 100 ccm bei diesen héheren Konzentrationen infolge der 
groben Dichte der Farbstofflésungen ein Vergleich nicht mehr so scharf 
méglich, als bei den Konzentrationen bis zu 20 mg/l. 

Je 2cem sowohl der Vergleichslésungen als auch der hergestellten 
a-Aminosiurenverdiinnung wurden dann, wie vorgeschrieben, im Rea- 
gensglas genau mit n/400 Lauge neutralisiert, mit 2 ccm des Phosphat- 
gemisches und 1 ccm der | proz. Ninhydrinlésung versetzt und 1/, Stunde 
im siedenden Wasserbade erhitzt. Die erhaltenen Farblésungen wurden 
1/, Stunde nach dem Erhitzen auf 100 cem verdiinnt und der Vergleich 
ausgefiihrt. Uber das Resultat dieser Bestimmungen gibt die Tabelle 
auf Seite 87 AufschluB. 

Aus der Tabelle ergibt sich folgendes: 

Die gefundenen Werte zeigen, daB bei den untersuchten q-Amino- 
sauren die Gehalte an Aminosiiurestickstoff nach der vorliegenden colori- 
metrischen Methode einwandfrei bestimmt werden kénnen. Es bestitigt 
sich die Annahme, daB unter sonst gleichen Bedingungen die Ninhydrin- 
reaktion in ihrer Starke allein abhaingig ist von der Konzentration des 
Aminosiurestickstoffes. Die einbasischen Aminosiuren geben die 
gleiche Farbstarke wie die zweibasischen Aminosauren (Asparaginsiure 
und Glutaminsiuren), wenn nur die gleichen Gehalte an Aminosiiure- 
stickstoff zugrunde gelegt werden. Ferner zeigt sich, daB der nicht in 
Aminosiurebindung vorhandene Stickstoff nicht reagiert; denn beim 
Tryptophan wird, wie aus der Tabelle ersichtlich, der theoretisch er- 
wartete Wert an Aminosiurestickstoff erhalten; der Stickstoff der In- 
dolgruppe tritt somit nicht in Reaktion. Der Analysenfehler ist am 
groBten bei Analin, Phenylalanin und Leucin; er betragt dort 7,5°, 
des Gesamtgehalte an Aminosiiurestickstoff. Bei Glutaminsiiure und 
Glykokoll betragt er 5°, bei Tyrosin 2,5°%, und bei Tryptophan wird, 
wie schon erwihnt, der theoretische Wert erhalten; ebenso bei Aspara- 
ginsaure, die ja zugleich als Vergleichslésung diente. Die Farbténe 
waren in allen Fallen gleich, namlich blauviolett; jedoch wurde beob- 
achtet, da& Alanin, Glykokoll und Leucin Farbténe geben, die eine 
kleine Nuance blauer sind als die der anderen Aminosauren, ein Um- 
stand, der nach den gemachten Erfahrungen auf noch vorhandene Un- 
terschiede in den Wasserstoffionenkonzentrationen zuriickzufiihren sein 
diirfte, die aber bei der vorgeschlagenen Arbeitsmethode nur sehr gering 
sein kénnen. 

Da die bei den einzelnen Aminosiiurestickstoffkonzentrationen auf- 
tretenden Farbstarken an und fiir sich sehr stark abgestuft sind, so sind 
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derartige kleine Unterschiede inden Farbténen im allgemeinen fiir die Be- 
stimmung selbst belanglos; man kann sie auBerdem ausschalten, indem 
man, wie ich es auch spater bei der praktischen Anwendung der Methode 
stets gemacht habe, die Vergleichslosung dem bei der Bestimmung des 
Aminosiurestickstoffgehaltes auftretenden Farbton méglichst anpabt, 
indem man z. B. bei blauvioletten Ténen Asparaginsiure, bei Ténen, 
die etwas mehr ins blauliche tibergehen, Alanin, Glykokoll oder Leucin 
als Vergleichslésung wahlt. Beziiglich des gefundenen Analysenfehlers 
ist ferner noch zu beriicksichtigen, daB die zur Bestimmung verwendete 
Menge an Aminosaurestickstoff nur 0,02 mg betriigt und daB das Ar- 
beiten mit derartigen starken Verdiinnungen schon an und fiir sich eine 
Reihe von Fehlerquellen in sich birgt. 

AuBer in den einzelnen Aminosiuren bestimmte ich den Gehalt an 
Aminosiurestickstoff auch in einer Lésung, die alle untersuchten Amino- 
siiuren in gleichen Teilen gemischt enthielt (s. unter Nr. 9 der Tabelle). 
Der Aminosaurestickstoffgehalt wurde mit einem Fehler von 4,4°, des 
berechneten Aminosiurestickstoffgehaltes ermittelt. 

Wiahrend die vorstehend untersuchten Verbindungen als freie Amino- 
siiuren vorlagen, fiihrte ich die Ninhydrinreaktion auch mit dem salz- 
sauren Salz des Histidins aus. Dabei fand ich, daB diese Verbindung 
unter gleichen Verhaltnissen wie bei den freien Aminosiuren keinen 
blauvioletten, sondern einen rétlichen Farbton bildet, dessen Intensitat 
abhingig ist von dem Gehalt an Histidinchlorhydrat. Ich priifte die 
Ninhydrinreaktion mit einer schwacheren Histidinchlorhydratkonzen- 
tration, indem ich eine Histidinchlorhydratlésung herstellte, die 10 mg 
Aminosiurestickstoff im Liter enthalt; es entstand ein rétlicher Farb- 
ton, der die charakteristische Blauviolettfarbung der anderen «-Amino- 
sauren nur in sehr geringem MaBe besab. Ein Vergleich der Histidin- 
chlorhydratfarbung mit den Asparaginsiiurevergleichsfarbungen lieB sich 
infolge des vorhandenen Farbunterschiedes kaum durchfiihren; es war 
zu vermuten, daB das abweichende Verhalten des Histidinchlorhydrates 
ebenfalls seinen Grund in den Verhaltnissen der Wasserstoffionenkon- 
zentration hat. Diese Annahme fand ich durch folgenden Versuch be- 
stitigt: Zu je 2 ccm einer neutralisierten Histidinchlorhydratlésung, die 
10 mg Aminosiurestickstoff im Liter besaB, wurden je 2 cem von Phos- 
phatmischungen zugegeben, die den Wasserstoffionenexponenten 4.976; 
5,600; 6,239; 6,643; 6,976; 7,347 und 7,648 entsprachen; nach Zusatz 
von 1 cem | proz. Ninhydrinlésung wurde dann 20 Minuten im Wasser- 
bad erhitzt. Dabei ergab sich folgendes: 


Stufe: Farbungen: 
4,976 Keine Farbung. 
5,600 Spur Violettfarbung; unter 4 mg 


Aminosaurestickstoff im Liter. 
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Stufe: Farbungen: 

6,239 Charakterist. Blauviolettfarbung; 
entsprechend 9,0 mg Aminosaure- 
stickstoff im Liter. 

6,643 Blauviolettfarbung mit einem Stich 

ins Rétliche. 

97 

34 

,648 


“1S 
— 


Rot: nicht vergleichbar. 


-~1-1 





Es zeigt sich somit, da auch das Histidinchlorhydrat die charakteri- 
stische Blauviolettfarbung der tibrigen Aminosauren gibt, daB aber trotz 
vorheriger genauer Neutralisation und Zugabe der Pufferlésung beim 
Erhitzen eine nicht unbetrachtliche Anderung der Wasserstoffionen- 
konzentration eintritt, so da bei dem angestellten Versuche das Opti- 
mum der Farbstoffbildung nicht mehr, wie bei den tibrigen Amino- 
siiuren, mit der Stufe 6,976, sondern mit der Stufe 6,239 als Puffer- 
lésung erreicht wird. Bei dieser Stufe war, wie schon erwahnt, der Farb- 
stoff schén blauviolett, die Farbstarke entsprach 9.0 mg Aminosaure- 
stickstoff im Liter, so daB sich der Fehler auf etwa 10°, berechnet. 
Leider konnte ich mit freiem Histidin selbst die Ninhydrinreaktion nicht 
anstellen. Jedoch ist wohl anzunehmen, da sich das freie Histidin 
normal, das heift. wie die iibrigen untersuchten freien Aminosauren, 
verhalten wird. Aber selbst. wenn auch das freie Histidin aus dem 
Rahmen der tibrigen Aminosauren fallen sollte, so dirfte dadurch die 
Genauigkeit der Methode an und fiir sich nur unbetriachtlich beeinfluBt 
werden, da das Histidin unter den Spaltungsprodukten der Proteine 
nur in geringem MaBe, durchschnittlich mit etwa 2°,, vertreten ist. 
Der groBe EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf den mit 
Ninhydrin erhaltenen Farbton ist durch die vorstehenden Untersuchun- 
gen hinreichend bewiesen. Durch Zusatz eines Phosphatgemisches (mit : 
dem Exponenten 6,976) als Puffer zu den genau neutralisierten Amino- 
siurelésungen erhielt ich, abgesehen von minimalen Abweichungen, bei 
allen untersuchten Aminosiuren (das Verhalten des Histidins bedarf 
noch der Aufklairung) unter sonst gleichen Bedingungen stets nur ein 
und denselben blauvioletten Farbton. Da ferner die Farbstarke — stets 
gleiche Versuchsbedingungen vorausgesetzt — abhingig ist von der 
Konzentration der zu untersuchenden Lésung an Aminosiurestickstoff. 
so war es, wie ich gezeigt habe, méglich, die Ninhydrinreaktion zu einem 
brauchbaren Verfahren zur quantitativen colorimetrischen Bestim- 
mung des Aminosaurestickstoffes auszuarbeiten. 
Im AnschluB hieran sei kurz ein Vergleich zwischen der vorstehenden 
colorimetrischen Ninhydrinmethode und der Formoltitration nach 
Sdrensen gegeben. Abgesehen davon, dab diese Methode bei Histidin 


Fehler bis zu 30°, aufweist, hat sie den Nachteil, daB mit Tyrosin 
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wegen der Schwerldéslichkeit seines Bariumsalzes nur héchst ungenaue 
Resultate erhalten werden; ferner betragt der Analysenfehler bei 
Tryptophan etwa 14°%,. Abgesehen von Histidin, dessen Verhalten, 
wie schon erwihnt, noch der Aufklarung bedarf, weist demgegeniiber 
die vorstehend ausgearbeitete Ninhydrinreaktion keinen dieser Mangel 
auf. Der gréBte Fehler, der mit dem Verfahren erhalten wird, betragt 
7,5°%,. Tyrosin und Tryptophan werden exakt bestimmt. Nimmt man 
ferner an, da die Formoltitration tiberhaupt mit keinem namhaften 
Fehler behaftet ist, was ja keineswegs der Fall ist, und auf den Tropfen 
genau sei, so sehen wir, daB, da 1 cem n/5 Lauge 2,8 mg Formolstick- 
stoff entspricht, ein Tropfen = 0,05 ccm n/5 Lauge das Resultat um 
0,14 mg nach oben oder unten andert; bei der tiblich angewendeten 
Menge von 20 cem berechnet sich allein daraus ein Fehler von 7 mg im 
Liter der Fliissigkeit, waihrend die Ninhydrinreaktion schon 3 mg im 
Liter anzeigt und von da an aufsteigend jedes mg im Liter mehr durch 
deutlich sichtbare Farbzunahme an Hand der Vergleichslésung nachzu- 
weisen gestattet. Die Ninhydrinmethode wird daher besonders auch 
in allen den Fallen mit Erfolg angewendet werden kénnen, wo es darauf 
ankommt, sehr kleine Mengen von 4-Aminosiuren noch exakt nachzu- 
weisen. 
Ausfiihrung der Methode. 

Es sind folgende Lésungen erforderlich: 

1. Asparaginsiure- und (je nach Wahl) Alanin-, Glykokoll- oder Leucin- 
vergleichslésungen in den Konzentrationen: 3, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 und 20 mg 
Aminosiurestickstoff im Liter. 

2. ™/,,-Lésung von ,,Kaliumphosphat zu Enzymstudien nach Sérensen‘‘, 
welche 9,078 g Kaliumphosphat im Liter enthalt. 

3. ™/,,-Lésung von ,,Natriumphosphat zu Enzymstudien nach Sérensen“, 
welche 11,876 g Natriumphosphat im Liter enthalt. 

4, Neutralrotlésung nach der Angabe von Sérensen: 0,1 g Neutralrot in 1000 ccm 
50 proz. Alkohols. 

5. B/i9-s ™/s99- UNA ®/499-NAaOH und H,SO,. 

6. 1 proz. wasserige Ninhydrinlésung. 

Das zur Herstellung der Lésung benutzte Wasser muB frei von Kohlensaiure 
und daher nach L. Michaelis!) in einem alten oft gebrauchten Glaskolben aus- 
gekocht sein. Zur Herstellung der erforderlichen Aminosaurevergleichslésungen 
bereitet man sich zweckmaBig erst Lésungen, die 100 mg Aminosiurestickstoff 
im Liter enthalten. Dazu sind abzuwigen fiir 500 ccm: 


Bei Asparaginsfure ........ 00,4753 ¢ 
OMS Sie eee ee os a ee op 
~My igs ek ge sg 
wv Ghykokolly (6 ice os ia ee a QO PMBBy, 


Aus diesen Lisungen werden durch Verdiinnen von 20, 18, 16, 14, 12, 10, 
8, 6, 4 und 3 cem auf 100 cem die einzelnen Vergleichskonzentrationen hergestellt. 
In den meisten Fallen wird man mit Asparaginsiure als Vergleichslésung aus- 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914, 8, 171. 
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kommen. Liegen zur Untersuchung unbekannte Aminoséuren vor, so ist bei etwa 
auftretenden geringen Farbunterschieden die Vergleichslésung entsprechend zu 
wihlen. Um eine Zersetzung der Vergleichslésungen zu verhindern, empfiehlt 
es sich, dieselbe mit Toluol zu iiberschichten und im Eisschrank aufzubewahren. 
Es wurde festgestellt, daB derartig aufbewahrte Lésungen sich nach 2 Monaten 
noch nicht verandert hatten. Jedoch ist bei der jeweiligen Entnahme der mit 
Toluol konservierten Vergleichslésungen darauf zu achten, daB kein Toluol mit 
entnommen wird; man erreicht dies, indem man mit der oben verschlossenen 
Pipette die Toluolschicht rasch durchst6Bt und die Pipette bis fast auf den Boden 
des GefiBes bringt. Die als Puffer und mit Neutralrot versetzt als Vergleichslésung 
bei der Neutralisation dienende Phosphatmischung H’ = 10° °°* bereitet man 
aus den ™/,;-Kaliumphosphat- und Natriumphosphatlésungen durch Mischen 
derselben im Verhaltnis 2:3. Diese Phosphatmischung ist zweckmiBig aus den 
m/j;-Stammlésungen jedesmal frisch zu bereiten. Die Neutralrotlésung ist, in 
braunen Flaschen aufbewahrt, einige Zeit haltbar, Es empfiehlt sich jedoch, sie 
éfters zu erneuern. Auch die wiisserige 0,1 proz. Ninhydrinlésung wird zweck- 
maBig jedesmal frisch bereitet, da sie sich nach einiger Zeit zersetzt. Sie ist in 
Flaschchen mit braunem Glase aufzubewahren. Das Ninhydrin wird von den 
Héchster Farbwerken in Ampullen von 0,1 g Inhalt geliefert; durch Auflésen 
dieser Menge in 10 cem Wasser wird die 1 proz. Lésung erhalten: Zur Aufbewahrung 
der zur Neutralisation erforderlichen Lauge und Siuren dienen am besten Buretten. 

Die Bestimmung des «-Aminostickstoffes gestaltet sich nun wie folgt: Je 2 cem 
der Vergleichslésungen, der zu untersuchenden Lésung und der Phosphatmischung 
H = 10° °°’ werden in gut gereinigte trockene Reagensgliser pipettiert. Die 
zu untersuchende Lésung darf nicht mehr als 20 mg/l Aminosiurestickstoff auf- 
weisen; bei héheren Gehalten ist entsprechend zu verdiinnen. Liegen Lésungen 
vor, bei denen keine Anhaltspunkte iiber den annihernden Gehalt an Aminosaure- 
stickstoff bestehen, so sind auBer der unverdiinnten Lésung auch die Verdiinnungen 
1: 5, 1: 25, 1 : 125 usw. zur Untersuchung heranzuziehen. Man gibt nun fiir alle 
Lésungen 0,05 cem der Neutralrotlésung, schwenkt vorsichtig einmal um und stellt 
mit Lauge bzw. Saure auf die Farbung der Phosphatvergleichslésung ein. Bei den 
Aminosaurenvergleichslésungen bedarf es dazu nur weniger Tropfen ®/499-Lauge ; 
ist die H’-Konzentration der zu untersuchenden Lésung unbekannt, so ermittelt 
man zuniachst durch einen Vorversuch die zur Neutralisation erforderliche Menge 
an Lauge oder Saiure. Dann verfahrt man zweckmaBig so, daB je nach der Wasser- 
stoffionenkonzentration tropfenweise ®/j9-, ®/j99- oder ®/y99-Lauge bzw. Siure bis 
zum Farbumschlag zugegeben werden; wurden ®/,,- oder ™/,9)-Lésungen verwendet , 
so ist mit der nachst schwicheren Lésung bis zum neuen Farbumschlag zuriick- 
zutitrieren, bis mit ®/,99-Lésung die Neutralisation endgiiltig erreicht ist. In den 
meisten Fallen laBt sich mit i Tropfen "/,9,-Lauge oder Siure der Farbton der 
Vergleichslésung genau einstellen. Bei der Neutralisation ist darauf zu achten, da 
die Mischungen durch dieselbe eine nicht zu groBe Volumenzunahme erfahren, um 
zu groBe Verdiinnungen dieser Mischungen zu vermeiden. Zu den so neutralisierten 
Lésungen gibt man dann je 2 ccm der Phosphatmischung sowie je 1 ccm der 1 proz. 
Ninhydrinlésung, schiittelt gut um und bringt die Reagensgliser in einem Einsatz 
in ein lebhaft siedendes Wasserbad. Es wird solange erhitzt, bis die 3 mg/l Amino- 
sdurestickstoff enthaltende Vergleichslésung eben anfiingt, sich blauviolett zu 
farben (gewdhnlich nach 1/,stiindigem Erhitzen); man iiberzeugt sich davon, 
indem man den Einsatz aus dem Wasserbade heraushebt und die Farbungen 
betrachtet; einzelne Reagensgliser diirfen waihrend des Erhitzens nicht, auch nur 
voriibergehend, aus dem Wasserbade genommen werden, da, wie wir friiher sahen, 
die Ninhydrinreaktion in starkem MaBe abhangig ist von der Zeit der Erhitzung. 
Nach dem Erhitzen werden die Reaktionsmischungen bei gewéhnlicher Temperatur 
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abgekiihlt und nach !/,stiindigem Stehen in Standzylindern aus farblosem Glas 
und genau gleicher Einteilung auf 100 cem verdiinnt. Auf weibem Hintergrund 
wird dann an Hand der Vergleichsfirbungen der Gehalt der zu untersuchenden 
Lésung an Aminosaurestickstoff festgestellt. 


II. Die praktische Anwendung der quantitativen Ninhydrinmethode. 
Zunichst wurde das Verhalten einer Anzahl Verbindungen gegen- 
iiber Ninhydrin gepriift. Bekanntlich bilden sich bei der EiweiBspal- 
tung und Eiweifzersetzung auBer den Aminosiuren Spaltungsprodukte 
verschiedener Art; vor allem Arhmoniak, Amine (bei der Fiulnis), Al- 
dehyde und Ketone, Siuren, Harnstoff, Indol, Skatol usw. FE. Abder- 
halden und H. Schmidt, ferner W. Halle, E. Léwenstein und E. Pribram 
sowie Neuberg und Herzfeld haben, wie im Anfange dieser Arbeit be- 
richtet, in dieser Richtung schon eingehendere Untersuchungen an- 
gestellt. Jedoch erschien eine Nachkontrolle dieser Resultate auf den 
Grundlagen der im vorigen Abschnitt genau studierten Ninhydrin- 
reaktion wiinschenswert, besonders was das Verhalten der Ammonium. 
verbindungen und Amine betrifft. Weiterhin erstreckte sich diese Unter- 
suchung auch auf einige Verbindungen, deren Vorhandensein bei den 
spiiteren Versuchen eine Kenntnis ihres Verhaltens zum Ninhydrin 
notwendig erscheinen lieB. Das Ergebnis dieser Feststellung ist in der 
folgenden Tabelle angegeben ; das + Zeichen bedeutet, daB sich ein blau- 
violetter Farbstoff gebildet hat. 
Prolin —, Phenylglycin —, Harnstoff —, Acetamid —, Kreatinin —, Xanthin 
, Athylamin +, Trimethylamin +, Benzylamin +, Diphenylamin —, Anilin- 
chlorhydrat —, Benzidin —, Ammonchlorid +, Ammonsulfat +, Ammonacetat +, 
Ammoncarbonat +, Ammonlactat +, Ammonoxalat +, Ammonnitrat +, 
p-Alanin +-, Formaldehyd —, Acetaldehyd —, Aceton —, Milchsiure —, Cho- 
lesterin —-, Lactose — (gelb; in der Warme gelblich braun), Maltose — (gelb; 
in der Warme gelblich-braun), Arabinose — (gelb; in der Warme gelblich-braun), 
Lavulose — (gelblich-braun; in der Warme rotlich-braun), Glucose — (gelb; in der 
Warme gelblich-braun), Saccharose — (gelb; in der Wirme gelblich-braun). 
Auffallend ist zunaichst das Verhalten der Ammonuimsalze und 
Amine. Die Angaben von Abderhalden und Schmidt sowie von Ruhemann 
und Halle, Léwenstein und Pribram, daB bei ammoniakalischen Lésun- 
gen keine Blaufirbungen beobachtet werden, sondern nur Rot- bzw. 
Violettfarbungen, fand ich nicht bestatigt; in all den Fallen trat die 
starke fiir die Aminosiuren charakteristische Blauviolettfairbung ein, 
ein Umstand, auf den iibrigens schon C. Neuberg aufmerksam macht. 
Auch die Amine: Athylamin, Trimethylamin und Benzylamin ge- 
ben die charakteristische Blaufirbung; dagegen wurde mit Anilin, 
Zenzidin und Diphenylamin keine Reaktion erhalten. Es hat somit den 
Anschein, als ob die direkt am Benzolkern sitzenden NH,-Gruppen nicht 
mit Ninhydrin reagieren, wahrend in den Fallen, in denen aliphatische 
Amine vorliegen oder in denen die NH,-Gruppe in der Seitenkette sitzt, 
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eine Farbung eintritt. So werden mit Athylamin, Benzylamin und auch 
Trimethylamin positive Reaktionen erhalten, waihrend Anilin, Benzidin 
und Diphenylamin keine Reaktion geben. Die Fahigkeit, den Farb- 
stoff zu bilden, verschwindet ferner, wenn ein Wasserstoffatom der 
NH,-Gruppe durch Phenyl ersetzt wird; wird dagegen statt des Phenyls 
die Methylgruppe eingesetzt, so tritt die Farbstoffbildung wieder ein. 
Als Beweis dafiir dient das Verhalten des Phenylglycins und des Sar- 
kosins. Das Phenylglycin mit der Formel COOH—CH,— NH—C,H,; gibt 
keine Reaktion, wihrend das Sarkosin, das die Formel COOH —CH,- 
NH—CH, besitzt, kraftig Farbstoff bildet. Da ferner, wie das \ erhalten 
des Harnstoffs und Acetamids zeigt, die Saureamide keine Reaktion 
geben, so laBt sich an Hand der Peptide, die nach Abderhalden mit Nin- 
hydrin einen blauvioletten Farbstoff bilden, zeigen, daB die Stellung 
der NH,-Gruppe zur COOH-Gruppe ohne EinfluB ist. 

In den Peptiden sind bekanntlich die Aminosiuren als Siureamide so mitein- 
ander vereinigt, daB das entstehende Peptid selbst wieder eine Aminosiure ist. 
Da nun der Amidstickstoff, d. h. der Stickstoff der Gruppe —C - O » NH— nicht 
reagiert, kann die Farbstoffbildung nur auf die Anwesenheit der NH,-Gruppe, die 
sich z. B. im Falle des Glycylglycins in der Glycylgruppe befindet, zuriickzufiihren 
sein. Die Stellung dieser NH,-Gruppe zur Carboxylgruppe ist aber bei den einzelnen 
Peptiden verschieden. Ubrigens gibt auch f-Alanin die charakteristische Blau- 
violettfarbung. Das negative Verhalten der Aminosiiurenanhydride, wie es Abder- 
halden beobachtete, diirfte seinen Grund in der Bildung eines inneren Anhydrides 
haben. Wie Th. Curtius nachwies, kommt dem Anhydrid des Glycins die Forme] 


NH N 
CH, oder CH, 
\co C(OH) 


zu bzw. bildet sich durch Zusammentritt zweier Molekiile Glycin, eine Verbindung 
von folgender Zusammensetzung: 


NH—CO 
CH, CH, . 
CO—NH’ 


Nach den gemachten Erfahrungen wird aber bei einer derartigen Stickstoff- 
verbindung keine positive Ninhydrinreaktion erhalten. 

Auch die Iminogruppe reagiert, wie das Verhalten des Prolins zeigt, 
nicht; ebensowenig die Gruppe NH = C <, wie sie zum Beispiel das 
Kreatinin aufweist. Ebenso verhalten sich negativ die Aldehyde und 
Ketone, die Milchsiuren sowie Xanthin. 

Die Zuckerarten geben beim Erhitzen mit Ninhydrin gelblich bis 
rotlichbraune Firbungen, die jedoch beim Erkalten auf einen gelben 
Farbton zuriickgehen, also auf die Reaktion selbst ohne EinfluB sind. 
Immerhin kénnen besonders bei der Anwesenheit gréBerer Zuckermen- 
gen bei der quantitativen Bestimmung des Aminosiurestickstoffes diese 
Gelbfarbungen die erhaltenen blauvioletten Farbt6éne dunkler ersoheinen 
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lassen und somit einen héheren Gehalt an Aminosiurestickstoff vor- 
tiiuschen; in einer 2 proz. Milechzuckerlésung, die 10 mg Aminosaure- 
stickstoff im Liter enthielt, fand ich mit der Ninhydridmethode statt 
10 mg 11 mg Stickstoff im Liter; der Fehler, der durch die Anwesenheit 
geringer Zuckermengen entsteht, ist somit nicht sehr betrichtlich; 
immerhin verdient dieses Verhalten der Zuckerarten Beachtung. 

Um die Empfindlichkeit der Ninhydrinreaktion den Ammonium- 
verbindungen und Aminen gegeniiber festzustellen, stellte ich von den 
erwihnten Substanzen Lésungen her, die 20 mg Stickstoff im Liter ent- 
sprachen und fiihrte dann die Ninhydrinreaktion aus. Von den Ammon- 
verbindungen gab nur Ammonacetat eine schwache Blaufirbung, die 
etwa 4mg Aminosiurestickstoff im Liter entsprach. In allen anderen 
Fallen verlief die Reaktion negativ ; ebenso bei Athylamin und Trimethyl- 
amin, wihrend bei Benzylamin eine Farbung entstand, die etwas starker 
als die mit Ammonacetat erhaltene war. Es zeigt sich somit, daB die 
untersuchten Ammoniumverbindungen und Amine wohl eine positive 
Ninhydrinreaktion geben, da jedoch diesen Verbindungen gegeniiber 
die Empfindlichkeit wesentlich geringer ist, als gegeniiber den Amino- 
siuren. Bei der Anwesenheit kleiner Mengen der genannten Verbin- 
dungen (unter 15 mg Stickstoff im Liter) ist somit eine Beeinflussung der 
Bestimmung des Aminosiurestickstoffes nicht zu erwarten. 

Aus den vorstehenden Ermittelungen ergibt sich, daB die Ninhydrin- 
reaktion keineswegs fiir die Aminosiuren charakteristisch ist. Sie zeigt 
vielmehr das Vorhandensein von Ammoniumverbindungen und _be- 
stimmter Arten von Aminoverbindungen, zu denen auch die Amino- 
siuren gehéren, an. Dabei scheint die Empfindlichkeit der Reaktion der 
verschiedenen Arten der Verbindungen gegeniiber verschieden zu sein. 
Es hat sich gezeigt, daB die Empfindlichkeit bei den «-Aminosiuren 
gleich ist, daB sie aber schon dem #-Alanin gegenitiber weit geringer ist ; 
ebenso verhiilt es sich bei den Aminen und Ammoniumy erbindungen, 
bei denen ja, wie erwahnt, noch 15 mg im Liter Stickstoff keine Reaktion 
gaben. 

Da Ninhydrin auch mit Eiweibstoffen Blauviolettfirbung gibt, ist 
es fiir die Praxis der Ninhydrinmethode von gréBter Wichtigkeit, daB 
die zu untersuchende Lisung vollstindig eiweiBfrei ist. In allen Fallen, 
in denen EiweiB vorhanden ist, ist daher der Herstellung einer absolut 
eiweiBfreien Lésung gré&te Aufmerksamkeit zu schenken. Nachdem ich 
festgestellt hatte, dal} bei den nach den tiblichen Verfahren hergestell- 
ten Seren entweder die EiweiBstoffe fiir das empfindliche Ninhydrin- 
verfahren nicht vollstindig genug entfernt wurden oder aber die ver- 
wendeten Eiweiffillungsmittel das spiter notwendige genaue Neu- 
tralisieren sehr erschwerten, wenn nicht tiberhaupt unméglich machten, 
wahlte ich in Anlehnung an die von Abderhalden bei seiner Schwanger- 
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schaftsreaktion zum Nachweis blutfremder Stoffe mittels des Dialy- 
sierverfahrens gemachten Angaben ebenfalls diese Methode zur Ent- 
fernung der Eiweibstoffe. Dieses Verfahren hat allerdings den Nachteil, 
daB es lingere Zeit in Anspruch nimmt, da nach meinen an Amino- 
siurelésungen bekannter Konzentrationen gemachten Feststellungen 
erst nach etwa 4S8stiindigem Stehen die Aminosiurekonzentration der 
AuBenfliissigkeit der der innenfliissigkeit entsprach. Um das Ver- 
fahren abzukiirzen, stellte ich mit verschiedenen Hiilsen die Menge 
Aminosiurestickstoff fest, die schon nach 24 Stunden dialysiert war 
und fand als Durchschnittswert die Zahl 1,3, mit der der auf die Menge 
der angewandten Substanz berechnete Aminosiurestickstoffgehalt zu 
multiplizieren ist, um den absoluten Aminosiurestickstoffwert zu er- 
halten. Wenn dieses Verfahren auch keineswegs ganz genau ist, so wer- 
den die gefundenen Resultate den tatsichlich vorhandenen Amino- 
siuremengen doch sehr nahe kommen. Zuverlissige Resultate werden 
natirlich bei der Verarbeitung eiweibfreier Ultrafiltrate erhalten. 

Auf Grund der Ergebnisse, die das Studium den Ninhydrinreaktion 
gezeitigt hat, laBt sich somit tiber die vermutliche praktische Anwendung 
derselben folgendes sagen: 

1. In Lésungen, die keine EiweiBstoffe und keine oder nur geringe 
Mengen Amine enthalten, wird die Methode den Aminosiuregehalt tiber- 
aus exakt angeben. 

2. In Lésungen, die ebenfalls keine oder nur geringe Mengen Amine, 
daneben aber auch EiweifSstoffe enthalten, bei denen aber die Ent- 
fernung der EiweiBstoffe durch das Dialysierverfahren notwendig 
ist, wird mit Hilfe eines ermittelten Dialysierfaktors der Gehalt der 
Aminosauren mit einer fiir die meisten Fille geniigend groben Genauig- 
keit bestimmt werden kénnen. Besonders in Fallen, wie zum Beispiel 
beim Studium der EiweiBzersetzung, wo es darauf ankommt, die Bil- 
dung der Aminosiuren laufend zu verfolgen, bei denen also unter Ein- 
haltung gleicher Versuchsbedingungen Vergleichswerte an Stelle von 
absoluten Werten treten kénnen, wird die Ninhydrinmethode ausgezeich- 
nete Dienste leisten. Die Anwendung von Ultrafiltraten erméglicht 
eine einwandfreie Bestimmung des absoluten Aminosiurestickstoff- 
wertes. 

3. In Lésungen, die gréBere Mengen Amine enthalten, wird die, wie 
Neuberg fand, positiv ausfallende Ninhydrinmethode nicht mehr den 
Gehalt an Aminosiurestickstoff allein, sondern den Stickstoffgehalt 
aller eine positive Ninhydrinreaktion gebender EiweiBspaltungsprodukte 
angeben. Da aber, wie wir gesehen haben, die Empfindlichkeit der Nin- 
hydrinreaktion den verschiedenen Arten der Aminoverbindungen gegen- 
iiber verschieden ist, so werden die gewonnenen Resultate natiirlich nur 
Vergleichswerte darstellen. 
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Wie die vorstehenden Erérterungen zeigen, bildet die quantitative 
colorimetrische Ninhydrinreaktion ein brauchbares Verfahren zur Be- 
stimmung des Aminosiurenstickstoffgehaltes. Es wird auf zahlreichen 
Gebieten, so z. B. in der Physiologie, der Bakteriologie und der Nah- 
rungsmittelchemie mit Erfolg verwendet werden kénnen. besonders 
dann, wenn es sich um den exakten Nachweis verhaltnismaBig kleiner 
Mengen Aminosaurenstickstoff handelt. 

Ich méchte hier vor allem an den biologischen Schwangerschafts- 
nachweis nach Abderhalden erinnern, bei dem bekanntlich die Amino- 
siuren mittels der Ninhydrinreaktion nachgewiesen werden. Dieser 
biologische Schwangerschaftsnachweis wird stark angefochten, da mit 
ihm keineswegs eindeutige Resultate erhalten wurden. Wie aus der 
vorliegenden Arbeit hervorgelit, diirften die MiBerfolge in der Haupt- 
sache auf den Nachweis der Aminosiéuren an sich zuriickzufiihren sein. 
Das Neutralisieren der zu untersuchenden Lésung allein geniigt nicht ; 
vielmehr ist, wie ich gezeigt habe, die Ninhydrinreaktion in so auBeror- 
dentlich hohem MaBe abhingig von der Wasserstoffionenkonzentration, 
da selbst nur kleine Anderungen derselben, wie sie beim Erhitzen durch 
Hydrolyse eintreten kénnen, die Reaktion besonders bei Anwesenheit 
nur geringer Mengen Aminosiuren vollstandig verhindern kénnen. Da es 
sich auBerdem; wie Herzfeld beobachtete, bei positiven und negativen 
Schwangerschaftsreaktionen nicht um qualitative, sondern um quanti- 
tative Unterschiede der Aminosiuren zu handeln scheint und das colori- 
metrische Ninhydrinverfahren auch einen exakten quantitativen Nach- 
weis des Aminosiurestickstoffes erméglicht, so gibt die vorliegende 
Arbeit vielleicht Anregung zu einer Nachpriifung des biologischen 
Schwangerschaftsnachweises auf Grund des neuen colorimetrischen 
Ninhydrinverfahrens. 

















Uber die chemische Wirkung des Labfermentes*). 


Von 


Gr. 8. Iniehoff. 
(Aus dem Milchwirtschaftlichen Institut zu Wologda.) 
(Eingegangen am 10. April 1922.) 


1872 sprach Hammersten als erster den Gedanken aus, dab die Wir- 
kung des Labfermentes nicht in der Ausscheidung von Eiwei®stoffen 
der Milch besteht, sondern ganz eigenartig vor sich geht und zwar wird 
die Fallung des koagulierten Paracaseins durch Calciumsalze hervor- 
gerufen, welche sich in der Milch vorfinden. 

Seine Erklirung bestand darin, da das Casein der Milch bei Ein- 
wirkung von Labferment auf dieselbe in zweierlei Arten von Molekiilen 


gespalten wird — groBe (Kise), welche unter der Einwirkung der 
léslichen Calciumsalze der Milch in den unléslichen Zustand iibergehen, 
dabei ein Koagulum bildend (Paracasein) und kleinere — in der Lésung 


verbleibend, sogenanntes Molkeneiweib. 


Nach den Arbeiten von Hammersten iiber die chemische Wirkung des Lab- 
fermentes haben sich mit der Frage eine Reihe von Forschern beschaftigt, wie 
Freudenreich'), Fuld*), Benjamin*), Bang'), jedoch haben letztere kaum bedeutende 
Anderungen in die von Hammersten ausgesprochene Anschauung eingefiihrt. 
Andere Forscher versuchen, um die spaltende Wirkung des Labfermentes zu 
beweisen, die Frage zu erlautern, indem sie das Casein und seine Zerfallprodukte 
studierten. Bis jetzt ist die Frage der Gleichwertigkeit des Caseins, des Para- 
caseins und des MolkeneiweiBes noch nicht entschieden, obgleich in dieser Richtung 
eine Anzahl von Arbeiten vorliegen. Kikkoji*) fand im Paracasein dieselbe P-Menge 
wie im Casein. Raudnitz*), Schmidt-Nielsen, Lundberg’), Loevenhardt*®) weisen 
daraufhin, daB sich das Casein und Paracasein verschiedenen Fallungs- und 
Lésungsmitteln gegeniiber nicht gleich verhalten. Paracasein, falls es in gesattigter 
Kalklésung gelést und durch Phosphorsaéure neutralisiert ist, laBt sich durch 
Einwirkung von Labferment nicht fallen, worauf Hammersten und Kikkoji hin- 
weisen. 

Die Elementaranalyse des Caseins, Paracaseins und des MolkeneiweiBes, 
ausgefiihrt von Makris*) (1876), Hammersten*®) (1883—1885), Chittenden, Painter") 
(1887), Lehmann™) (1894), Ellenberg!*) (1902), Laquer') (1903), Burow!®) (1905), 
Fange**) (1908), van Slyke?) (1913), Kikkoji**) (1909) gab keine bestimmten Resul- 
tate, was wohl auf die Fehler der Methodik und die Schwierigkeit der Herstellung reiner 
*) Auf persénliche Bitte des Verfassers iibersetzt von cand. chem. P. Sperr- 


lingk. 
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Praparate zuriickzufiihren ist. Von all diesen Arbeiten verdient die gréBte Beachtung 
die 1913 genau ausgefiihrte Analyse von van Slyke, aus welcher die Gleichwertig- 
keit der Elementarzusammensetzung des Caseins und des Paracaseins hervorgeht. 
1914 fiihrte A. Geane'*) die Elementaranalyse aus und bestimmte im Casein und 
Paracasein die Hausmannsche Zahl, wobei er, um genaue Daten zu erhalten, seine 
Forschungsarbeiten mit allem nétigen Zubehér ausstattete. Ein Unterschied 
zwischen Casein und Paracasein (nach der Nomenklatur englischer Forscher wird 
Casein als Caseinogen bezeichnet, Paracasein aber — als Casein) ist von A. Geane 
kaum festgestellt worden. 

Diese Arbeit verdient Beachtung und stimmt gut iiberein mit der von den eng- 
lischen Chemikern van Slyke und Bosworth?) 1913 ausgesprochenen Voraussetzung, 
nach welcher die Wirkung des Labfermentes in einer Spaltung des Milchcaseins in 
2 Molekiile Casein besteht, wobei jedes Molekiil die halbe GréBe des anfanglichen Mole- 
kiils darstellt, d. h. daB wir es hier nicht mit einem chemischen, sondern mit einem 
rein physikalischen ProzeB zu tun haben, mit einer Anderung des Dis persionsgrades 
in der Caseinlésung. Im Fall eines basischen Calciumcaseinats (enthaltend 4 Aqui- 
valente Calcium) lést sich Casein in Wasser, bei Gegenwart aber geringer Mengen 
Chlorealciums wird es unléslich. Casein, welches 2 Aquivalente Calcium enthalt, 
gibt ein in Wasser unlésliches Casein. Ist dem aber so, so muB das Casein in che- 
mischer Beziehung dem Paracasein gleichwertig sein. 

Im Grunde genommen unterscheidet sich die neue Theorie nicht viel von 
den schon in friiheren Jahren von verschiedenen Forschern ausgesprochenen 
Ansichten, und zwar, daB dem Labferment spaltende Wirkung zukommt. Der 
Spaltungsakt selbst war nicht klar; nach der Vorstellung Hammerstens und anderer 
Forscher bezieht sich der Spaltungsakt auf das Caseinmolekiil selbst. Jetzt sprechen 
wir gewohnlich nicht von Molekiilen, sondern von EiweiBkérpern, was es wahr- 
scheinlich erscheinen l4Bt, daB die Wirkung des Labfermentes auf die Milch in 
einer Spaltung des Caseinaggregats besteht. Die fortschreitende Kolloidchemie 
beweist, da das Caseinmolekiil der Milch ein komplizierter Aggregatzustand des 
Eiweifkorpers ist, und daB der Dispersionsgrad erheblich das Léslichkeitsvermégen 
der Molekiile andern kann; dieser Standpunkt iiber die Wirkung des Labfermentes 
wird bei weitem verstandlicher. 

Die Gleichwertigkeit von Casein, Paracasein und MolkeneiweiB beweist 
Peroff?*) ineiner im Jahre 1918 ausgefiihrten Arbeit, basierend auf der gleichen Saure - 
zahl eiweiBhaltiger Stoffe. Eine andere Arbeit zweier englischer Chemiker, A. Har- 
den und A. Macallum**), welche fast zur selben Zeit wie die von van Slyke aus- 
gefiihrt wurde, zeigt, daB der Ubergang des Caseins in Paracasein unter der Ein- 
wirkung von Labferment mit einer Abspaltung von Stickstoff, Phosphor und Cal- 
cium begleitet ist. 

Die Fallung des Paracaseins mit gelésten Calciumsalzen ist nicht 
mit der Bildung einer chemischen Verbindung in Einklang zu bringen, 
da sich ein Paracaseinniederschlag auch ohne Calciumsalze bilden kann, 
wenn die Lésung des Labfermentes geniigend konzentriert gewahlt wird. 
Casein, welches der Einwirkung von Enzymen unterworfen worden und 
nachher nochmals gelést worden ist, laBt sich nicht durch Labferment 
fallen, selbst wenn dieselben Calciumsalze zugegen sind. Alles dieses 
spricht scheinbar fiir einen Unterschied der beiden Kérper in chemischer 
Beziehung. Somit bleibt die Frage tiber die chemische Wirkung des 
Labfermentes noch immer offen. Meinen Versuchen zur Klarung 
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der sich abspielenden chemischen Prozesse bei der Bildung des 
Milchkoagulums durch Labferment legte ich folgende Gedanken zu- 
grunde. 

Wenn man voraussetzt, daB dem Labferment peptonisierende Eigen- 
schaften zukommen, worauf von vielen Forschern hingewiesen wird, 
so miissen nach der Wirkung des Fermentes in der Lésung Polypeptide 
entstehen und die Zahl der EiweiBmolekiile wird gréBer sein miissen. 
Eine Methode zur Bestimmung der absoluten Anzahl von Eiweib- 
molekiilen in Lésungen haben wir nicht, sind aber imstande, die in der 
Lésung zunehmenden EiweiBbmolekiile nach den zunehmenden Carboxyl- 
gruppen durch Titration eiweibhaltiger Lésungen mit Alkali zu_be- 
stimmen, falls Aldehyde vor und nach der fermentativen Einwirkung 
zugegen sind. Wenn wir vom Sauregrad eiweibhaltiger Lésungen 
sprechen und die GréBe des Sauregrades in Kubikzentimeter verbrauch- 
ter Alkalilésung ausdriicken, so bestimmen wir hiermit die Differenz 
der Carboxyl- und basischen Gruppen eiweiBhaltiger Stoffe. 

Casein reagiert auf Phenolphthalein sauer, weil in seinem Molekiil 
die Sauregruppen vorherrschen. 

Die Peptonisation eiweibhaltiger Stoffe hat keinen allgemeinen 
Saiuregrad, weil die Differenz der sauren und basischen Gruppen dieselbe 
bleibt: 

NH, — R — CO — NH — R, — COOH + H,O = NH,RCOOH 
+. NH,R,COOH 


Wenn es auf irgendeine Art gelinge, aus der Reaktionssphire bei 
der Neutralisation die Saéure- resp. basischen Gruppen auszuschalten, 
so muBte nach der Spaltung des EiweiBmolekiils die Zahl der zuriick- 
bleibenden Gruppen gréBer sein im Vergleich mit ihrer Zahl vor der 
Fermentwirkung. 

Man kann wohl die basischen Gruppen des Eiweibmolekiils binden, 
wenn man sich der Reaktion von Aminen mit Aldehyden bedient, wie 
z. B. des Formaldehyds: 

COOH — R — NH, +- HCHO = COOH— R— N= CH, + H,0. 

Falls man Formalin zu einer Lésung von Eiweil oder Milch hinzu- 
gibt, lassen sich somit die Amingruppen ausschalten und der Sauregrad 
der Lésung steigt. Wenn wir jetzt Formalin in die eiweibhaltige Lésung 
vor und nach dem Labferment einfiihren, so bekommen wir im Fall 
peptonisierender Eigenschaften des Fermentes einen sich vergr6Bernden 
Sauregrad. Wenn wir diese Methode auf Milch und Caseinlésungen 
anwenden, in welchen Paracasein ausfallt, stoBen wir auf einige Schwie- 
rigkeiten bei der Bestimmung des Siuregrades von koaguliertem Para- 
casein, da selbst das fein verriebene Paracasein sehr langsam neutralisiert 
wird — und letzteres kann Anla®B zu Fehlern geben (Versuch Nr. 50). 
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Die Lésung des Koagulums (Versuche Nr. 51, 52 und 62) in neutralen 
Salzlésungen wie fluorsaurem Natrium, citronensaurem und _salicyl- 
saurem Natrium und anderen gab keine befriedigenden Resultate, weil 
sich Paracasein schwer lést, weshalb Erwirmung notwendig ist ; letzteres 
aber macht den Caseinzerfall wahrscheinlich. Infolgedessen ging ich 
bei der nichsten Serie von Versuchen (Nr. 64 und 65) von dem Gedanken 
aus, so zu arbeiten, daB durch die Wirkung des Labfermentes das 
Paracasein nicht ausfallt. Letztere Bedingungen sind durch Hinzu- 
fiigung oxalsaurer Salze zur EiweiBlésung leicht zu erreichen und zugleich 
werden die Wasserstoffionen verringert; ebenso wirken Calciumsalze 
und Labferment auf stark abgekiihlte Lésungen (0°—2°). 

Die Versuche wurden in Milchproben oder Caseinlésungen in Kalk- 
milch ausgefiihrt. Die Impfung der Proben wurde mit Labferment 
vorgenommen, welches im Laboratorium selbst hergestellt worden war. 
Die Lésung des Labfermentes wurde durch Auflésung von 0,3 g Ferment 
in 100 cem Wasser vorgenommen. Die labwirkende Kraft des Fermentes 
war 100 000, d. h. daB ein Teil vom genannten Ferment war imstande, 
bei 35° in 40 Minuten 100000 Teile normaler Milch zur Koagulation 
zu bringen. 

Die wirkende Kraft des Fermentes wurde durch eine genau quali- 
fizierte Caseinlésung nach der Methode von Jnichoff**) bestimmt. 


Versuch Nr. 50. 


' Milch Formalin Labferment n/- Alkali 
Proben cem cem eem cem 

] 25 2 8,40 

2 25 2 1,0 8,40 

3 25 2 — 8,45 

4 25 2 1,0 8,40 

5 50 2 — 16,45 

6 50 2 1,0 16,75 


Das koagulierte Paracasein wurde fein zerrieben und in diesem Zu- 
stande unter fortgesetzter Zerreibung mit Alkali neutralisiert. Trotz 
der peinlichsten Ausfiihrung der genannten Prozedur ist das Zuriick- 
bleiben von kleinen Kliimpchen nicht ausgeschlossen, wodurch ein 
gewisser Fehler in der Bestimmung des Saiuregrades bedingt sein kann. 
Die Versuche ergeben eine unbedeutende Steigerung des Sauregrades 
in Milchlésungen, Probe Nr. 6, welche der Fermentwirkung ausgesetzt 
waren. Andere Proben, Versuche Nr. 51, 52 und 62, blieben unverandert. 
Das gebildete Paracaseinkoagulum Jéste sich in salicylsaurem Natrium, 
in einer. Mischung organischer Sauren (Lésung Neu-Sal) und in fluor- 
saurem Natrium. Zu einer jeden Probe wurden & 2cem Formalin 


hinzugegeben. 
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‘ Milch Lésungsmittel Labferment  "/,,)-Alkali 
Versuche Proben sae 

ccm 4 ecm ecm ecm 
51 1 25 Salicylsaures Na 5,0 8.85 
51 2 25 ‘a » 95,0 1,0 915 
51 3 25 Neu-Sal 10,0 9,65 
51 4 25 os 10,0 1,0 9,85 
52 5 50 3proz. NaF 25,0 18,50 
52 6 50 . ” 25,0 1,0 18,35 
52 7 50 > ee os 25,0 13,80 
52 8 50 - « 25,0 1,0 14,05 
62 9 50 ar ie 10,0 12,65 
62 10 50 ae i 10,0 1,0 12,55 


Die Lésung des Koagulums in salicylsaurem Natrium und fluor- 
saurem Natrium geht langsam vonstatten; um Lésung mit salicylsaurem 
Natrium zu erzielen, war sogar ein Zerreiben erforderlich. In allen Ver- 
suchen mit Ausnahme eines Nr. 62 laBt sich eine geringe Steigerung 
des Saiuregrades konstatieren, nachdem man die Milch mit Labferment 
geimpft hat. 

Die Schwankungen des Sauregrades sind so unbedeutend, das’ man 
wohl kaum von einer Peptonisation des Caseins reden kann. Die Metho- 
dik in 2 Parallelversuchen laBt einen bedeutend gréBeren Unterschied 
zu. Versuch Nr. 64 und 65. Da sich nach Ausscheidung des Paracaseins 
das MolkeneiweiB verindern kann, wurde eine Reihe von Versuchen 
mit bis auf 0° abgekiihlter und geimpfter Milch vorgenommen; bei diese1 
Behandlung bildete sich im Verlauf von 24 Stunden kein Koagulum 
Erwirmte man aber solche Proben bis auf 35°, so bildete sich sofort 
das Koagulum. Zur Untersuchung wurden 50 cem Milch genommen; 
vor der Bestimmung des Siuregrades wurden 4 2 ccm Formalin (40°) 
hinzugefiigt. 


s 


Im Kalteraum  Lablésung io Alkali 


Versuche Proben 


gehalten com com 
64 l 6 Stunden 14,95 
64 2 6 = 4.0 15,15 
64 3 6 ‘a 14.85 
64 4 6 ee 4,0 15,00 
64 5 ae 14,95 
64 6 22 - 4,0 15,10 
64 7 ev 4,0 15,25 
65 8 20 bs 15,65 
65 9 | 4,0 15,70 
65 10 20 s 4,0 15,90 
65 1] . ha 4,0 15,65 
65 8—11 e im Mittel: 15,75 
65 12 | a 4.0 15,80 
65 13 a 4,0 16,10 
65 14 20 $ 4,0 16,20 
65 15 rr 16,05 


im Mittel: 16,04 
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Milchproben, welche der Labfermentwirkung ausgesetzt waren, 
zeigten eine geringe Steigerung des Sauregrades, welcher nicht geniigend 
auf eine Peptonisation des Caseins hinweist, aber durch den Zerfall des 
Aggregatzustandes des Caseinmolekiiles erklirt werden kann; daher 
geht auch die Neutralisationsreaktion leichter vonstatten. Falls im 
Aggregatzustande das Casein aus einer gréBeren Anzahl von Molekiilen 
besteht, so wird die Neutralisation der Carboxylgruppen langsamer 
vonstatten gehen als in Partikeln mit einer kleineren Molekiilzahl; 
letzteres aber kann zu einer verschiedenen Endreaktion bei der Neutrali- 
sation fiihren, da bei der Neutralisation der Milch, wenn als Indicator 
Phenolphthalein benutzt wird, sich eine bestandig bleibende Rosa- 
farbung nicht erreichen laBt, wohl aber laBt sich der Moment der Rosa- 
firbung fixieren, obgleich die entstandene Farbung nur eine bestimmte 
kurze Zeit anhalt. 

Versuche Nr. 65 und 66. 

Die Milchproben wurden in Schnee gekiihlt und zugleich wurde 
die Menge und der Konzentrationsgrad des Labfermentes geindert. 
Zur Untersuchung wurden 25ccm Milch genommen und Formalin 
& leem hinzugefiigt. 


se = Labferment  ,. Zeitintervall der Sauregrad 
Versuche Proben Konz. ccm Temp. Wirkungsdauer nach 7'érner 
9. Xi. l 0,3% 2,0 24 Stunden 26,5 
9. XI. 2 03% 1 2,0 24 27,0 
9. XI. 3 03%, 2 2.0 24 27,0 
9. XI. 4 03% 3 2.0 24 26,5 
9. XL. 5 03% 4 2,0 24 27,0 
10. XL. 6 G25 3 2,0 10 22,0 
10, XI. 7 3,0 % 2,0° 10 22,0 
10. XI. 8 30% 1 2,0 10 22,5 
10. XT. 9 309," 2 2.0 10 22,0 
10. XL 10 30% 3 2,0 10 22,5 
10. XI. 1] 30% 4 2,0 10 22,0° 
10. XI. 12 $0%....4 2,0 24 22,0° 


Der Sauregrad wird durch Hinzufiigung gr6berer Mengen Labfermen- 
tes nicht erhéht; Versuch Nr. 11, in welchem die hinzugefiigte Ferment- 
menge 40 mal gréSer war als im Versuch Nr. 6, gab denselben Saure- 
grad. Die Wirkung des Labfermentes selbst bei langerer Einwirkung 
iibt keinen Einflu8 auf den Sauregrad aus (Proben Nr. 11 und 12). 


Versuch Nr. 67. 

Bei diesem Versuche wurden zur Milch oxalsaure Salze hinzugefiigt, 
wodurch die Calciumsalze gefiallt und die Konzentration der Wasser- 
stoffionen zuriickgedriingt wurde. Die veriinderte Sphire der Reaktion 
und die verainderte Menge der gelésten Calciumsalze bewirken, daB das 
sich in Lésung befindliche Paracasein nicht zur Koagulation gebracht 
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werden kann, sich also auch kein Niederschlag bilden kann*). Zum 
Versuch wurden 50cem Milch, 50cem H,O und 5cem Na,C,O, ge- 
nommen und unmittelbar vor der Bestimmung des Sauregrades wurden 
noch a 2cem Formalin hinzugefiigt. Die Versuche wurden bei 35 


ausgefihrt. 
Zeitintervall der 
-roben abferment - 
/ * P Labferme Wirkungsdauer Sauregrad 
Nr. « 
ba des Labfermentes 
l 2,0 1 Stunde 12,0 
r l - 12,2 
3 2,0 2 Stunden 12,0 
4 20 3 12,1 
5 3 12,2 


Eine Steigerung des Saiuregrades in den geimpften Milchproben 
laBt sich nicht beobachten. Eine unbedeutende Verringerung des Saure- 
grades mubB wohl auf die Methodik der Bestimmung selbst bezogen 
werden. 

Versuch Nr. 92. 

Anstatt oxalsauren Natriums wurde oxalsaures Ammonium (5,0°,) 
verwendet. Zu jeder Probe wurden 25 ccm Milch, 2 cem (NH,).C,O, 
und 25cem H,O genommen. Das Labferment wurde der in Schnee 
gekiihlten Milch hinzugegeben und bei dieser Temperatur auf 24 Stunden 
beiseite gestellt. Vor der Bestimmung des Sauregrades wurde | ccm 
Formalin hinzugefiigt. Die Proben ohne Labferment wurden ebenso 
behandelt. 


Proben Temperatur Labferment . : 

Nr. i? Dieweias cena Sauregrad Koagulum 
l l 20,0 keine Bildung 
2 l 1,0 20,0 

3 l 1,0 19,0 

4 l 1,0 19,0 

5 1 19,0 3 “ 

6 35,0 1,0 in 6 Minuten 
7 35,0 19,0 keine Bildung 


Somit laBt sich kein Unterschied des Sauregrades konstatieren, ganz 
ungeachtet dessen, ob die Milch im Verlauf von 24 Stunden der Ein- 
wirkung des Labfermentes ausgesetzt worden war oder nicht. 


Versuch Nr. 93. 


In den auf Zimmertemperatur gebrachten Milchproben wurde nut 
das Zeitintervall der Wirkungsdauer des Labfermentes geiindert. Der 


*) leem K,C,O,-4H,O (3 proz.) zu 10 ccm Milch hinzugefiigt driickt die 
Konzentration der Wasserstoffionen von 0,19-10~°N auf 0,06-10 °° (py 6,70 
bis 7,22) zuriick d. h. die Milch wird dadurch auBerhalb der Koagulationszone 
von Michaélis gestellt. 
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anfangliche Siuregrad der Milch war 10° nach Térner. Zu jeder Probe 
wurden 25 cem Milch, 25 cem H,O, 2 cem Na,C,0, und 1 cem Formalin 
genommen. 

Zeitintervall der 


Proben se 
Labfertient Wirkungsdauer Sauregrad 


Nr. des Labfermentes 

] — _- 16,0 
2 1,0 10 Minuten 17,0 
3 10 = 17,0 
4 1.0 1 Stunde 17,0 
5 1,0 16 Stunden 17,0 
6 1,0 24 * 17,0 
7 1,0 24 ie 17,0 


Das verschiedene Zeitintervall der Wirkungsdauer des Labfermentes 
iibt keinen Einflu8 auf den Siéiuregrad der mit Formalin versetzten 
Milch aus. 

Versuche Nr. 94, 95 und 96. 

Zu den Versuchen wurden 25 cem Milch, 2 ccm Na,C,O, und 1 cem 
Formalin genommen. Geandert wurden: Die Menge des Labfermentes, 
seine Konzentration, der anfaingliche Sauregrad der Milch und die 
Temperatur. 


Proben Labferment Zeitintervall der 


Versuche si ‘ Temperatur Wirkungsdauer Sauregrad 
Nr. Konz. ccm 
des Labfermentes 
94 1 0,3% 1,0 24 Stunden 170 
94 2 0,3 l 1,0 24 54 17,0 
94 3 03, 2 1,0 24 * 17,0 
94 4 03... 3 1,0 24 Pe 17,0 
94 5 0,3, 4 1,0 24 ns 17,0 
95 6 2,0 5, 15,0 l * 16,0 
95 7 2,0,,, l 15,0 ] a 16,0 
95 8 20 :;, ] 15,0 2 + 16,0 
95 g 2,0,, l 15,0 3 - 16,0 
95 10 2,0,, ] 15,0 16 7" 16,0 
95 11 0,3, ] 15,0 16 i* 16,0 
96 12 3,9,, 15,0 1 a 18,0 
96 13 a. ] 15,0 l ~ 18,0 
96 14 3,0,, ] 15,0 3 a 18,0 
96 15 i l 15,0 5 a 18,0 
96 16 0,3 ,, 1 15,0° 5 re 18,0 


Selbst die vergréBerte Menge und der verschiedene Zeitintervall der 
Wirkungsdauer des Labfermentes tiben keinen Einflu8 auf den Saure- 
grad der mit Formalin versetzten Milch aus, obgleich man erwarten 
kénnte, daB bei peptonisierender Wirkung des Labfermentes sich der 
Sauregrad andern miiBte. Folglich liegt hier keine spaltende Wirkung 
des Labfermentes vor. Zu denselben Resultaten kommt 7’. Milroy?*), 
indem er die Konzentration der Wasserstoffionen im Fermentations- 
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prozesse der Milch mit oxalsaurem Kalium bestimmt. Zur Untersuchung 
wurden zu 10cem Milch 1 cem K,C,O,, 1 ecem Lablésung (0,25 proz), 
0,75 cem 1 proz. CaCl, hinzugefiigt und alles bei 38° in den Thermostaten 


gestellt. 
Zeitintervall der 
Wirkungsdauer (H):10°"-N Pu Anmerkung 
des Labfermentes 
1 Minute 0.7103 6,46 Fliissigkeit 
2 Minuten 0,7110 6,46 re 
5 ‘s 0,7127 6,49 koagulierte 
10 = 0,7135 6,50 verdickte sich 
15 ™ 0.7135 6,50 ae oo 
30 = 0.7135 6,50 au am 


Diese Zahlen sprechen dafiir, daB im Anfangsstadium der Wirkung 
des Labfermentes bis zur Koagulationsbildung sich keine Anderung 
in der Konzentration der Wasserstoffionen bemerken laBt; bei der Ein- 
wirkung von Pepsin steht letzteres auBer Frage. Der Ubergang det 
fliissigen Phase in die Phase der Koagulationsbildung des Caseins ist 
nicht mit einer Anderung der Wasserstoffionen verbunden, was wohl 
daher riihren kénnte, dai} das geléste Casein vom Calcium fixiert wird 
und daher auch eine erhéhte Menge Wasserstoffionen sich in der Fliissig- 
keit vorfinden. 

Die ungemein komplizierten und nicht scharf genug charakterisierten 
chemischen Verbindungen, welche sich in der Milch vorfinden, machen 
die Entscheidung der Frage iiber die Anderungen des Sauregrades 
resp. der Konzentration der Wasserstoffionen in der Milch bei det 
Fermentwirkung sehr schwierig, weil eine Reihe von anderen chemi- 
schen Prozessen sich abspielen kann. 

Um diese Méglichkeiten teilweise ausschalten zu kénnen, wiederholte 
ich die Versuche nicht mit Milch, sondern mit in Kalkwasser geléstem 
Casein. Die Caseinlésungen wurden wie folgt prapariert: 3g Casein 
wurden in bei Zimmertemperatur gesittigter Kalklésung gelést. Zur 
alkalisch reagierenden Fliissigkeit wurden 19 cem "/,)-HCl und 42 cem 
H,O hinzugefiigt. Die erhaltene Lésung zeigte den Siuregrad 7 (als 
Indicator diente Phenolphthalein) und gab bei der Einwirkung von 
Labferment ein Koagulum. Bei einem Teil der Versuche wurde die 
Aciditaét der Lésung herabgedriickt auf 3—4°, wobei sich bei Hinzu- 
fiigung von Labferment kein Paracaseinkoagulum bildete, wohl wegen 
der geringen Konzentration der Wasserstoffionen in der Losung. 


Versuche Nr. 83, 84, 85, 86 und 87. 
Die Caseinlésung wurde mit einem geringen Saiuregrad von nur 
3—4° gewihlt, um die Bildung des Paracaseinkoagulums bei Zimmer- 
temperatur zu vermeiden. Zu jeder Probe wurden 25 cem Casein-Kalk- 
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ldsung genommen und unmittelbar vor der Bestimmung des Saiuregrades 


noch | cem Formalin hinzugefiigt. 


Versuche Proben 
Nr. Nr. 
83 l 
83 2 
83 3 
83 4 
84 ) 
84 6 
84 7 
84 s 
85 9 
85 10 
85 1] 
85 12 
86 13 
86 14 
86 15 
86 16 
87 17 
87 18 
$7 19 
87 20 


Sauregrad 
der Casein- 
Kalklésung 


4,0 
4,0 
4.0 
4.0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3.0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 


1,0 
1,0 
1,0 


1,0 
1,0 
1,0 


1,0 
1,0 
1,0 


1.0 
1,0 
1,0 


1,0 
1,0 
1,0 


Labferment 


Zeitintervall der 
Wirkungsdauer 
des Labfermentes 
20 Minuten 
20 me 
40) 
60 
20 ” 
20 
40 
60 
20 
20 
4 
60 
20 
20 “~ 
40 
60 
30 $9 
30 me 
1 Stunde 
3 Stunden 


Sauregrad 


13,5 
13,0 
12,0 
12,5 
13,0 
12,0 
11,0 
11,0 
12,5 
11,5 
11,0 
11,0 


12,2 
11,0 
11,0 
11,0 
13,0 
12,0 
11,0 
11,0 


Die Wirkung des Labfermentes in Caseinlésungen zeigt cine geringe 
1—2° (auf 100ccm Loésung bezogen). 
Das Zeitintervall der Wirkungsdauer des Labfermentes ruft keine gesetz- 
maBige Anderung der GréBen hervor. 


Abnahme des Siuregrades, ca. 


malin. 


Der Sauregrad der Lésung war 7‘ 


Versuche 


Nr. 
88 
88 
88 
88 
89 
89 
89 
89 
90 
90 
90 
90 


Versuche Nr. 88, 89 und 90. 
Zu diesen Versuchen wurden 25cem Caseinlésung genommen; 
hinzugefiigt wurden & 2ccm oxalsaures Ammonium und | cem For- 


Proben Labferment 


Nr. 


a 


A we oS bo 


~ 
oY 


-~1 


eem 


1,0 
1,0 
1,0 


1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 


Wirkungsdauer Sauregrad 
des Labfermentes 

56,0 

20 Minuten 55,0 
40 9% 55 
60 99 54 
» 56 
20 ” 55 
40 ‘a 54 
60 pe 54 
. 99 56 
20 - 55 
40 55 
60 me 54 


Zeitintervall der 
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Das zur Lésung hinzugefiigte oxalsaure Ammonium fndert kaum 
das Bild der Wirkungsweise des Labfermentes der Sauregrad der 
Proben wird nicht erhéht, sondern um ein geringes kleiner, wobei die 
Abnahme des Siuregrades bezogen auf das Zeitintervall der Wirkungs- 
dauer des Labfermentes ganz gering ansteigt. 

Alle Versuche mit Milch und Caseinlésungen bei Behandlung der- 
selben mit Labferment geben keinen Hinweis auf die Peptonisation 
des Caseins, aber sprechen mehr fiir eine einfache Spaltung des Aggregat- 
zustandes der EiweiBpartikel in eine Anzahl kleinerer Aggregate der- 
selben Partikel. 

Die in der Lésung zunehmende Zahl der Partikel — die Anderung 
des Dispersionsgrades zieht den teilweisen Ubergang des Eiweiges in 
den Gelzustand nach sich. 

Als indirekter Beweis des erérterten Phinomens moége die sich gleich- 
bleibende elektrische Leitfihigkeit geimpfter Milch dienen. 


Versuch Nr. 62. 


Zeitintervall de. Elektrische 
ea sc euitn a Anmerkung: 
Wirkungsdauer Leitfahigkeit 
Geimpfte Milch 44,81-10 4 Fliissigkeit 
si = 10 Minuten 45,05 - 1074 . 
- 3 20 A 45,10-10°>* Beginn der Koagulation 
volle Koagulation; Ko- 
re = 30 45,22-10°* j\agulationsschicht unter 
| den Elektroden 
= _ 45 ‘3 44,82-10°' durch Riihren ist das 


Koagulum zerkleinert 


Die elektrische Leitfahigkeit geimpfter Milch nach Zerreibung des 
Koagulums unterscheidet sich nicht von eben nur geimpfter Milch. 

Zum SchluB kann ich nicht umhin, zu bemerken, daB meine Mit- 
arbeiterin Fraulein Berdennikow an der Ausfiihrung des technischen 
Teiles der Arbeit regen Anteil genommen hat. 


SchluBwort. 

1]. Das Labferment in EiweiBlésungen ruft nicht chemische Wirkungen 
hervor, sondern physikalische — Spaltung des Aggregatzustandes 
eiweibhaltiger Stoffe. 

2. Die Bildung von Paracasein ist ein rein physikalisches Phainomen ; 
der sich bildende Eiwei®niederschlag entsteht dank der Anderung des 
Dispersionsgrades in der Lésung unter der Einwirkung des Fermentes 


im Beisein von zweivalenten Metallen und Wasserstoffionen. 
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Neue Apparate zur Analyse des Kohlensauregehalts der Luft. 


Von 


Henrik Lundegardh. 
(Mitteilungen aus der dkolegischen Station auf Hallands Vaderé Nr. 7.) 
(Hingegangen am 13. April 1922.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Schwankungen der Kohlensiurekonzentration in der Luft sind 
wichtig fiir das Studium verschiedener biologischer Vorginge, nament- 
lich der Kohlensiureassimilation der griinen Pflanzen und der Atmung 
der Tiere. Auch die bisher in physikalischer Hinsicht wenig untersuchte 
Frage der Verteilung und der Bewegung der Kohlensiure in den 
unteren Schichten der Atmosphire verlangt eine eingehende Kenntnis 
der lokalen Schwankungen in der Kohlensaurekonzentration. Ich bin 
seit einigen Jahren mit einer Untersuchung iiber die in der Umgebung 
der assimilierenden Blatter auf dem natiirlichen Standort herrschenden 
CO,-Konzentration beschaftigt und habe zu diesem Zweck zwei Apparate 
konstruiert, die sehr genaue Analysen gestatten. Die Apparate sind 
wegen ihrer unempfindlichen Konstruktion auch fiir Feldarbeit ge- 
eignet. 

Die sehr niedrige CO,-Konzentration der Luft stellt bekannt- 
lich sehr groBe Anforderungen an die Methodik, wenn man 
kleine Schwankungen bestimmen will. Die nach Petterssons Prinzip 
gebauten Apparate') gestatten eine Genauigkeit von - 2,1°, bis >. 2,9, 
auf die Kohlensiure der Luft bezogen, was fiir die meisten Zwecke 
ausreicht. Hierbei muf} aber der Apparat in einem Laboratorium bei 
ziemlich konstanter Temperatur aufgestellt sein, und die Luftproben 
muB man folglich zuerst in besonderen Réhren auffangen. Wenn nicht 
diese Réhren peinlichst sauber und trocken sind und absolut dichte 
Hihne besitzen, so treten ziemlich groBe Fehler auf. 

1) P. Pettersson, Zeitschr. f. analyt. Chemie 25, S. 467. 1896; Tigerstedt 
und Sondén, Skand. Arch. f. Physiol. 6, 8. 16; Palmquist, Bih. Kung]. Svenska 
Vet. Akad. Handl. 18, II., Nr. 2; Haldane, Journ. of Hygiene 6, 8. 74. 1906; 
A. Krogh, Danske Vid. Selsk. Math.-nat. Kl]. 1919. 
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Die von Pettenkofer eingefiihrte Flaschenmethode wurde von Lefts 
und Blake!) zu einem gleich hohen Grad von Exaktheit gebracht wie 
die Pettersson-Methode. Die genannten Autoren benutzten inwendig 
paraffinierte Flaschen von etwa 2 Liter Volumen und titrierten im 
Vakuum. Die Flasche wurde durch Hindurchsaugen von etwa 40 Liter 
Luft mit der Probe angefiillt. In einer Reihe von 23 Doppelproben 
variierte der Fehler, mit zwei Ausnahmen (wo der Fehler gréBer war), 
zwischen 0,4°, und 3,2°,, auf Volumen Kohlensiure bezogen. Ein 
Nachteil der Flaschenmethode ist die umstandliche Probenaufnahme, 
die auch nur Durchschnittsproben 
aus einer gréBeren Luftmenge ge- 
stattet. Ich habe die Pettenkofer- 
Methode auf folgende Weise modi- 
fiziert. 

Ich benutze statt der ,,Flasche* 
ein offenes ZinkgefaB von folgendem 
Aussehen (vgl. Abb. 1). Das GefaB 
hat die Form von einem weiten 
Becher (Diameter 15 em, Hohe 
16cm), der auf drei FiiBen steht. 
Der Rand besteht aus einem mas- 





Abb. 1. 


siven Metallring mit L-formigem 
Querschnitt. Der Ring ist oben fein geschliffen. Vermittels Klemm- 
schrauben (k,, ky) wird die Spiegelglasscheibe gl luftdicht gegen den 
mit etwas Vaseline bestrichenen Rand gepreBt. Schon dieser Verschlub 
widersteht geringen Druckverschiedenheiten zwischen der eingeschlos- 
senen Luft und der AuBenluft. Damit das GefiB auch gréBere Druck-- 
schwankungen (z. B. bei betrichtlichen Temperaturdifferenzen) aus- 
halte, wird um den Ring ein mit Vaseline geschmierter Schlauch 
gelegt. 

Seitlich befindet sich ein weiter Tubus mit einem Pfropfen, durch 
den ein Thermometer (/) und zwei Zuleitungsréhren (6, und 6.) hinein- 
ragen. Der Boden des GefiiBes ist schwach trichterférmig vertieft und 
besitzt in der Mitte das AusfluBrohr a. 

Die Probenaufnahme geschieht am einfachsten in der Weise, dab 
man den Spiegelglasdeckel entfernt. Wird das GefaB sich selbst tiber- 
lassen, so wird die eingeschlossene Luft bald durch die umgebende Luft 
ersetzt. Beim Wiederaufsetzen des Deckels mu man natiirlich den 
Atem halten. Wiinscht man nur eine Durchschnittsprobe aus einer 
gréBeren Luftmenge, so wird das Anfiillen in wenigen Sekunden durch 
heftiges Umschwenken des Apparates erreicht. 


1) Letts and Blake, Scientif. Proc. Roy. Dublin Soc. Nr. 5, 9, S. 107. 
1899—1902. 














e 


y 
4 





Apparate zur Analyse des COs-Gehalts der Luft. 111 


Ich habe den Apparat mit Vorteil bei tiaglichen Analysen der 
freien Luft benutzt. Ferner bei Analysen von Luft in Zimmern, 
Gewichshiusern usw. Auch die Luft in einer bestimmten Luftschicht 
wird aufgefangen, wenn man den Apparat an der betr. Stelle fiir einige 
Zeit hinlegt und dann vorsichtig den Deckel aufsetzt. Zieht man fiir 
gewisse Zwecke das Saugen vor, so wird bei festgeschraubtem Deckel 
die Saugpumpe bei 6, und die Zuleitungsréhre bei 6, angeschlossen. Die 
Offnungen 6,, 6, und a werden nach dem Anfiillen mittels Glasstépseln 
verschlossen. 

Das Gefi} ist inwendig sorgfailtig mit Paraffin tiberzogen. Dies 
um die Absorption der Kohlensiure an die Wande zu verhindern. 

Die Barytlésung wird aus einer Pipette mit fast capillarer MeBréhre 
durch 6, eingefiillt. Die Fliissigkeit (etwa 30 ccm) bildet auf dem schwach 
vertieften Boden eine groBe Absorptionsfliche. Nach der Absorption, 
die je nach der Konzentration der Barytlésung in 1—4 Stunden zu 
Ende ist, wird die Fliissigkeit durch a entleert. Man wiascht mit etwa 
30 cem neutralisiertem Aqua dest. nach. Einmaliges Auswaschen geniigt 
vollkommen. Die Fliissigkeit wird direkt in einen kleinen 100 cem- 
Kolben mit zwei Ansatzréhren aufgenommen. Die eine Rdodhre 
wird mit a verbunden, durch die andere entweicht die Luft. Die im 
Kolben befindliche Luft soll vorher durch Saugen durch eine Natron- 
kalkréhre kohlensiurefrei gemacht werden. Das Titrieren erfolgt direkt 
in dem Kolben, der mittels eines tiber die AusfluBréhre geschobenen 
Kautschukstépsels mit der Biirette fest verbunden wird. 

Wo es sich um die Analyse kleiner Luftmengen handelt oder Luft- 
bewegung bei der Probenaufnahme stérend wirken sollte, leistet ein 
nach Gasglockentypus gebauter Apparat (Abb. 2) vorziigliche Dienste. 
In diesen Apparat wird nur soviel Luft eingesogen, als zur Analyse 
notig ist. 

Der Apparat besteht aus einem Zylindermantel aus Zink, der mit 
einer geeigneten Sperrfliissigkeit gefiillt ist. In dem Hohlraum ist 
eine Glocke (gl) aus Zinkblech beweglich aufgehingt. Die freie Ober- 
flache der Sperrfliissigkeit ist sehr klein: Der Abstand zwischen der 
Glockenwand und der inneren Wand des Hohlzylinders betragt 5 mm. 
ilycerin ist als Sperrfliissigkeit sehr geeignet, weil sein Losungsvermégen 
fiir CO, auBerordentlich gering ist. Auch reines Paraffinél wird mit 
Vorteil benutzt, doch lést diese Fliissigkeit gewisse Mengen CO,. Aus 
der normalen Atmosphire habe ich jedoch kein Aufnehmen von CO, 
in Paraffinél analytisch nachweisen kénnen. 

Die Zinkglocke hat einen abnehmbaren Deckel aus Spiegelglas (g/), 
so daB man in das Innere schauen und auch nach Bedarf die Schale 
(sch) reinigen kann. Alle Metallteile, die mit der Luftprobe in Beriithrung 
kommen, sind mit Paraffin iiberzogen. 


Errsbehtenat 
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In die Barytschale (sch) miinden zwei Glasrdhren (1 und 6); durch 
die eine (/) wird die Luftprobe zugeleitet, durch die andere (6) wird 
Barytlésung und Waschwasser eingegossen. Der AbfluB erfolgt durch 
die Rohre a. 

Die Glocke wird durch die Siulen pp gesteuert. Die Nullage ist 
durch die Metallringe p, p, bestimmt, das Volumen der Probe 
kann durch Einstellen 
der Ringe p p auf 
einer Skala _ beliebig 
verandert werden. In 
der Nullage _ bleibt 
selbst verstandlich eine 
kleine Luftmenge in 
der Schale und iiber 
der _ Sperrfliissigkeit 
zuriick. Vor der ersten 
Analyse muB dieser 
Raum von CO, befreit 
werden. Der Gang der 
Analyse ist wie folgt: 

Zuerst wird durch 
b die Barytlésung ein- 
gefiillt. Hierbei soll / 
offen sein, sonst mu eine Korrektion fiir 
das Volumen der Barytlésung angebracht 
werden. 

Dann wird durch Anbringen des Gewichts 
w die Luftprobe durch / eingesaugt. Wenn 
die Stoppringe pp erreicht sind, soll man 

Abb. 2 einige Minuten warten, ehe / verschlossen 
wird, damit der Druck in gl auf Atmosphirenhéhe kommt. Wird die 
Probe einem geschlossenen Behilter entnommen (vgl. unten), so soll 
ein offener Manometer in die Leitung eingeschaltet werden. 

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, streicht die aus | eintretende 
Luft dicht tiber die Barytlésung hinweg, wodurch die Absorption 
beschleunigt wird. Nach dem Verschlu8 von l wird das Gewicht w an 
dem Haken aufgehingt. Die Schwere der Glocke versetzt die einge- 
schlossene Luft unter gelindem Druck. Hierdurch entgeht man die 
Gefahr, daB bei etwaiger Druckverminderung in der Glocke (z. B. 
bei Temperatursenkung) die Sperrfliissigkeit in die Schale sch 
hinaufsteigt. 

Nach einigen Stunden wird die Barytlésung durch a in den oben 
beschriebenen Kolben entleert. Waschwasser wird durch 6 einge- 
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gossen und nachher in den Kolben aufgefangen, worauf man den Inhalt 
mit Phenolphthalein und HCl titriert. 

Die Entleerung der Glocke erfolgt durch | oder a. 

Ich habe mit diesem Glockenapparat eine groBe Zahl von Luft- 
analysen aus Getreidefeldern und am Waldboden gemacht. Hierbei 
war der Apparat auf dem Feld plaziert. Die Zuleitung der Luft fand 
durch diinne Glasréhren statt. Der Apparat war durch ein Holzhaus- 
chen geschiitzt. — Man kann selbstverstaindlich auch den Apparat 
selbst im Laboratorium aufstellen und die Proben in portative Glocken- 
apparate von einfacherer Konstruktion aufnehmen. 


DaB mit der Barytmethode eine mindestens gleich groBe Genauig- 
keit erreicht werden kann, wie mit dem Pettersson-Apparat, wurde oben 
bei Besprechung der Methode von Lefts und Blake gezeigt. Ich habe 
mit meinen jetzt beschriebenen Apparaten eine Reihe von Kontroll- 
versuchen gemacht. Mit dem Becherapparat waren die Versuche so 
angeordnet, da zwei gedffnete Apparate nebeneinander auf den Tisch 
gestellt wurden. Nach einer halben Stunde wurden die Deckel auf- 
gesetzt. 

Tabelle I. 
Doppelversuche mit dem Becherapparat. Volumen der Barytlésung 
15 cem, Titer desselben 17,47 ccm ®/,9-HCl. Zimmerluft. 





Apparat B (3000 ecm) Unterschied A—B 


Apparat A (3000 ccm) 


Nr. co, co, 
Titer pro Liter Titer pro Liter 
mg mg mg 


15,99 0.543 16.00 | 0,539 +-0,004 
15,99 0,543 15,95 0.557 —0,017 
16,07 0,513 16,09 0,506 +0,007 
14,90 0,942 14,82 0,972 0,030 
15,85 0,594 15,87 0,587 +-0,007 
15,50 0,722 15,42 0,752 -0,030 
15,10 1,008 15,11 1,005 +-0,003 
14,89 1,085 14,92 1,074 +-Q,011 


absolut prozentual 








Die Methode der Probenaufnahme sichert natiirlich keine vollige 
Gleichheit der beiden Proben. In Vers. 4 und 6, wo der Fehler am gré8ten 
ist, wurde CO, aus einer Stahlflasche etwa !/, Stunde vor dem Versuch 
hinzugefiihrt. Der Fehler ist in den meisten Versuchen klein und be- 
wegt sich in derselben GréBenordnung wie bei der Pettersson-Methode. 
Die benutzte Barytlésung war ziemlich stark. Desgleichen die Titrier- 
fliissigkeit; die Fehler diirften deshalb gréBtenteils als Pipettierungs- 
und Titrierungsfehler zu rubrizieren sein. Eine gréBere Genauigkeit 
bei der Ablesung einer in 4/,, ccm geteilten Biirette als + 0,02 cem diirfte 
nicht erreichbar sein. Dies macht bei der benutzten Konzentration 
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der Titrierungsfliissigkeit einen konstanten Fehler von + 0,007 mg CO,. 
Ein Blick auf die Tabelle zeigt, daB der gefundene Fehler haufig nicht 
groBer ist. 

Mit dem Glockenapparat habe ich auch Versuche mit sehr ver- 
diinnter Barytlésung gemacht (Tab. III). Die Luft wurde in die beiden 
Apparate gleichzeitig aus derselben Leitung gesogen. 


Tabelle II. 
Parallelversuche mit dem Glockenapparat. Volumen der Barytlésung 
etwa 30ccm. Titer 16,02—18,40 ccm. ®/. HCl. 














Apparat A (2317 ecm) Apparat B (2291 cem) Unterschied A—B 
Nr. co, co, 
Be Titer pro Liter Titer | pro Liter absolut | prosenteal 

mg } mg mg y 4 

La 1446 | 1,025 14,47 1,032 —0,007 —Q,7 
2 1435 | 1,077 14,37 1,080 —0,003 —0,3 
3) 1644 | 0,930 1650 | 0,912 40.018 | +19 
4:h:> aT) ea 16,51 0,907 +0,009 +1,0 
5 16,56 | 0,873 16,57 | 0,878 —0,005 | -—06 
6 16,74 | 0,788 16,70 0,799 —0,011 —1,4 
7 io) OT 17,21 0,571 —0,004 | —0,7 


Tabelle III, 
Parallelversuche mit dem Glockenapparat. Titer der Barytlésung 
18,86—18,72. "/s59 HCl. 


























Apparat A (2817 ccm) Apparat B (2291 ccm) Unterschied A—B 
Nr, co, co. | 

’ Titer pro Liter Titer pro Liter absolut prozentual 

mg mg mg % 

j 15,15 | 0,704 15,19 0,704 +.0,000 0.0 
2 1481 | 0,769 14,81 0,778 —0,009 —12 
3 15,34 | 0,668 15,30 | 0,684 +0,016 +24 
4 15,34 | 0,642 15,39 0,640 +0,002 | +03 
5 | 15,67 0,579 15,70 0,580 —0,001 | -—0,2 
6 | 15,91 0,521 15,86 0,549 —0,027 | —5,3 
7 | 15,42 0,626 15,48 0,622 +0004 | +06 
8 | 13,70 0,953 13,78 0,949 +0,004 | +04 
9 13,75 0,944 13,76 0,952 —0,008 | —08 
10 | 14,39 0,822 1438 © 0,833 -0011 | 1,3 
11 | 14,09 0,879 1408 | 0,891 —0,012 |  —1/4 
12 | 11,30 1,409 11,32 1,421 —0,012 | -—08 
13 14,30 0,836 1430 | 0,845 —0,009 | -1)1 





Die Ubereinstimmung der Werte ist durchschnittlich besser als 
bei dem Becherapparat. Ausgenommen Versuch 6, Tab. III, erreicht 
keines der gefundenen Differenzen den mittleren Fehler (2,9) der 
Pettersson-Methode. Und doch habe ich mit zwei Apparaten gearbeitet. 

Ein Vergleich der Tab. II und III gibt keinen deutlichen Finger- 
zeig im Hinblick auf den etwaigen Vorteil mit verdiinnten Lésungen 
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zu arbeiten. Es leuchtet aber ein, daB die Ablesungsfehler mit der Ver- 
diinnung der Lésungen kleiner werden miissen. Die Titrierung wird 
auch etwas bequemer, weil man mit ganzen Tropfen arbeiten kann. 

Um ein bequemes und genaues Abmessen der Barytlésung zu er- 
méglichen, benutze ich, namentlich fiir Analysen auf dem Feide, eine 
halbautomatische Vorrichtung wie in Abb. 2 rechts. Der Glockenapparat 
ist mit einem Holzgestell verbunden, auf welches die Vorratsflasche g 
steht. Die Pipettenréhre hat eine lichte Weite von 1—1'/, mm, der 
Rauminhalt ist etwa 30 ccm. Das T-férmige Endstiick der Pipette steht 
in Verbindung mit zwei Quecksilberventilen, v, und v,. Die Niveau- 
gefaBe n, und n, sind auf den Armen eines Hebels A befestigt, der sich 
um O dreht. In der in der Abbildung angegebenen Lage des Hebels 
ist v, verschlossen und v, gedffnet. Die Barytlésung strémt also aus r 
in die Schale sch. Wird der Hebel umgestellt (also der linke Schenkel 
von a—b gehoben), so tritt VerschluB ein in v,, wahrend v, sich 6ffnet. 
Die in g vorhandene Barytlésung strémt folglich jetzt durch v, in 
die Pipette r. Wegen der capillaren Dimensionen der oberen Pipetten- 
réhre spielen die Niveauverhiltnisse in g eine sehr geringe Rolle. 
Immerhin kann man ja leicht eine Korrektur fiir das allmahlich sinkende 
Niveau anbringen. Das untere Niveau nach dem Entleeren der Pipette 
ist konstant. 

Diese Vorrichtung arbeitet sehr genau, nur muB man Vorsicht 
iiben beim Umstellen der Hebel, damit das Quecksilber nicht in Pendel- 
bewegungen gerit. Wenn man eine ahnliche Vorrichtung auch fiir 
Abmessen des Waschwassers benutzt, soll die Glocke noch eine 
Zuleitungsréhre haben. 


Q* 
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Uber Erfahrungen mit Mikroanalysen nach Bang. 
I. Mitteilung. 


Von 
Ludwig Petschacher. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik in Innsbruck.) 
{ Eingegangen am 13, April 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine Untersuchungsmethode, welche gestattet, in einigen Bluts- 
tropfen den Gehalt an Chloriden, Zucker, Stickstoff usw. zu bestimmen, 
bietet Vorteile, welche ich nicht zu erértern brauche. Mit der Brauch- 
barkeit der Bangschen Mikroanalyse haben sich mehrere Autoren 
beschaftigt und sind hierbei zu verschiedenen Resultaten gelangt. Ein 
Teil schreibt denselben dieselbe Genauigkeit zu, welche mit den sonst 
iiblichen Methoden zu erreichen ist, andere lehnen sie ab, andere hingegen 
schlagen Abanderungen vor. Bang selbst hat gewisse Mangel seiner 
Methoden gefiihlt und bis an sein Lebensende an der Verbesserung 
derselben gearbeitet, um seine geniale Idee der Verwirklichung zuzu- 
fiihren. Diese Umstande veranlaBten mich, die Genauigkeit der Mikro- 
methoden Bangs zu untersuchen. Auf die Verschiedenheit der Zusam- 
mensetzung des Blutes in den Capillaren und den Venen einerseits, 
sowie in einer gréBeren Blutmenge und in einigen Tropfen andererseits, 
soll hier nicht eingegangen werden. 

Im folgenden sollen die Erfahrungen wiedergegeben werden, welche 
ich hierbei gemacht habe. 


I. Kochsalzbestimmung. 


Die Bestimmung der Chloride ist nach Bangs eigenen Worten die 
einfachste von den Mikrobestimmungen. Die ®) ;9-AgNO,-Lésung wird 
aus einer "/,,-Lésung bereitet. Der Titer wird gegen "/,,-NaCl-Lésung 
von bekanntem Titer nach Volhard bestimmt und von Zeit zu Zeit 
kontrolliert. Die Erkennung des Farbenumschlages erfordert trotz des 
Vorteiles, den die Unléslichkeit des Kaliumchromats in Alkohol bietet, 
eine gewisse Ubung. Es ist am besten sich im Anfange Mischungen zu 
machen, welche den Umschlag der Farbe von Griingelb in Gelbbraun 
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vor Augen fiihren und sich bei den Titrationen danach zu richten. Als 
Methode fiir Paralleluntersuchungen verwendete ich folgende: ca. 10 ¢ 
Blut wurden in eine vorher gewogene Nickelschale gebracht und nach 
neuerlicher Wagung mit 1g chemisch reinem Natriumecarbonat ein- 
gedampft, dann iiber offener Flamme vorsichtig getrocknet und dann 
langsam erst iiber dem Bunsenbrenner, spater am Luftgeblise verascht ; 
es mu8 sodann solange gegliiht werden, bis sich eine reine weibe Schmelze 
gebildet hat. Nach dem Erkalten wird in wenig Wasser gelést, in einen 
100 ccm MeBkolben gespiilt, mit Salpetersiure angesiuert und das 
Kochsalz nach Volhard titrimetrisch bestimmt. Die Ergebnisse der 
Parallelbestimmungen im Venenblute gibt folgende Tabelle: 


Tabelle I. 


Makromethode ~ Mikromethode 
oO; D) 

'o D} 
0,562 0.58 
0.527 0.561 
0,512 0,532 
0,605 0,619 
0,493 0,518 
0,567 0.589 
0,537 0,556 
0,407 0,428 
0,456 0,471 
0,451 0,482 


Wir ersehen aus dieser Tabelle, daB die Mikrobestimmung des Koch- 
salzes fiir die gréBte Mehrzahl von klinischen Untersuchungen geniigend 
genau ist. Der Fehler der Methode bei Verwendung von Kochsalz- 
lésungen in 92proz. Alkohol, deren Zusammensetzung man vorher 
bestimmt hat, betrigt, wie ich feststellen konnte, +0,01 mg. Bei den 
Parallelbestimmungen im Venenblute betragt die Differenz 0,014 bis 
0,035°,. Die Werte sind also im allgemeinen um rund 0,02 hoher als 
bei der Makromethode. Dies ist in erster Linie woh! auf den Umstand 
zuruckzufiihren, daB die EnteiweiBung mit 92 proz. Alkohol keine voll- 
standige ist und daB ein Teil der verbrauchten "/,..-AgNO,-Lésung 
dem nicht ausgefallten Eiwei8 entspricht. Wegen der groBen Einfachheit 
der Methode wird uns dieselbe auch bei Kochsalzbestimmungen im 
Urin gute Dienste leisten kénnen. 


Il. Bestimmung des Blutzuekers. 


GroBe Miihe und Sorgfalt hat Bang auf die Ausarbeitung dieser 
Methode verwendet. Ich untersuchte die Brauchbarkeit der beiden 
letzten Modifikationen, welche Bang angegeben hat, und hielt mich 
genau an die von ihm gegebenen Vorschriften. Die von Bang fest- 
gestellte Menge ®/,9-Jodlésung, welche 1 mg Glucose entsprechen soll, 


Be tose 
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(F = 2,8) wird von einigen Autoren anders angegeben. Die 2 Haupt- 
schwierigkeiten, welche bei der Ausarbeitung der Methode itiberwunden 
werden muBten, bestehen nach Bangs eigenen Angaben in der Luft- 
oxydation und der Intensitit des Kochens bei der Reduktion. Beide 
Ubelstande glaubte Bang durch Einfiihrung der indirekten Titration 
einerseits*) *) durch Erhitzung mit Wasserdampf durch genau 4 Minuten 
andererseits*) ausgeschaltet zu haben. Fiir die urspriingliche Methode 
der direkten Titration mit "/,.-Jodlésung empfahl Ege*) eine gesamte 
Erwarmungsdauer von 7 Minuten (statt 11/, Minuten bis zum Beginne 
des Kochens und 2 Minuten Kochzeit nach Bang). Als Grund hierfiir 
gibt er an, da erst nach dieser Zeit die Werte fiir verbrauchte "/555-Jod- 
lésung konstant proportional der verwendeten Glucosemenge sind. 
Es entspricht dann lcem "/9.-Jodlésung 0,160 mg Glucose, d. h. 
1 mg Glucose entspricht 3,1 ccm "/,99-Jodlésung (F = 3,1). Derselbe 
Autor fand, daB die Werte, welche 1 ccm ®/59)-Jodlésung entsprechen, 
bei verschiedener Erwarmungszeit ziemlich erheblich differieren. Um 
diesem Ubelstand abzuhelfen, empfahl Bang die Erhitzung mit Wasser- 
dampf. Hierdurch wird die Salzkonzentration und damit auch der Siede- 
punkt der Lésung konstant erhalten. Langer als 4 Minuten zu erhitzen 
sei nicht notig. 

Oppler*) fand, daB F fiir Zuckermengen unter 0,5 mg viel niedriger als 2,8 ist. 
Fiir 0,027 mg betragt er nur 0,84 und steigt mit der Menge der verwendeten Glucose 
an bis er bei 0,5 mg Glucose ungefahr 2,8 betragt. In anderen Versuchsreihen 
erreichte er jedoch geringere Werte und zwar als Minimum fiir 0,5 mg Glucose 1,2. 
Er halt eine Kochzeit von 41/, Minuten fiir nétig. Tervaert’) erhalt in einer Versuchs- 
reihe fiir F Werte zwischen 2,00 und 2,37, im Durchschnitte 2,22. Bei Verwendung 
dieses Faktors ergeben sich jedoch ganz erhebliche Differenzen zwischen berech- 
netem und gefundenem Glucosewert bis zu 0,1 mg. Auch fand er, daB die Er- 
hitzungszeit und -intensitaét nicht gleichgiiltig sei. Richter-Quittner*) wendet sich 
in erster Linie gegen die EnteiweiBungsmethode und gegen die Verwendung so 
geringer Blutmengen. Sie, Pearce®) u. a. empfehlen mindestens 3ccm Blut fiir 
die Analyse zu verwenden. Mertz®), der mit der vorletzten Modifikation nach 
Bang mit alkalischer Jodatlésung arbeitet, erhalt genaue Resultate. Er erhitzt 
5 Minuten lang und gibt an, daB es auf eine halbe Minute mehr oder weniger, 
sowie auf Schwankungen der Kochintensitat nicht ankomme. Feigl'!) und Pincus- 
sen) loben die Genauigkeit der Methode. 

Ich verwendete bei meinen Untersuchungen sowohl die saure als auch 
die alkalische Jodatlésung. Zur Untersuchung kamen Traubenzucker- 
lésungen verschiedener Konzentration. Dieselben wurden mit frisch 
destilliertem Wasser hergestellt, die Lésung aufgekocht und _steril 
aufbewahrt. Der Zuckergehalt der Lésung wurde teils polarimetrisch, 
teils nach Bertrand bestimmt. Der Titer der "/,9.-Thiosulfatlésung 
wurde durch Titration gegen eine aus "/,)-Schwefelsiure, Kaliumjodid 
und Kaliumjodat frisch bereitete "/,9)-Jodlésung bestimmt und 6fter 
kontrolliert. Die Thiosulfatlésung verinderte ihren Titer im Laufe von 
2—3 Wochen ein wenig. Alle Lésungen wurden genau nach Bangs 
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Vorschriften aus reinsten Priparaten von Merck und frisch destilliertem 
Wasser hergestellt. Bei allen Versuchsreihen hielt ich die gleichen 
Bedingungen ein. Alle Versuche wurden zur gleichen Tageszeit, zu 
welcher der gleiche Gasdruck von 40 mm herrschte, angestellt. Die 
Flammenhohe war stets die gleiche und zwar derartig, dab die Fliissig- 
keitsmenge sich waihrend der Reduktion méglichst wenig veranderte. 
Bei allen Proben verwendete ich die gleichen Mengen Reagentien, die 
MeBgefaBe waren immer dieselben und es wurden nur GefaiBe aus 
Jenaer Glas angewendet. Auch die zeitliche Einteilung wurde bei allen 
Proben streng eingehalten. Nach jeder Analyse wurde das Wasser im 
Verdampfungskolben auf die gleiche Menge erganzt. 

Aus der groBen Reihe von Versuchen seien die folgenden wiedergegeben : 


Tabelle II. 
Zusatz von saurer Jodatlésung, Titration mit "/,.9-Thiosulfat (log Tit. 
72 420), 41/, Minuten Erhitzungszeit, Blindwert 3,56ccm Thiosulfat. 
I IT. ITI. IV, V 


Berechnete —® /499-Thio- D/ yo-dod a Mit Beniitzung d. 


Nr. Glucose sulfat entsprechend Durchschnittes 
berechnet _ “ 

mg ccm ecm von F gefunden 
1 0,023 3,47 0,05 2,18 0,025 
2 0,046 3,45 0,06 1,30 0,030 
: 0,070 3,36 0,10 1,43 0,051 
4 0,093 3,26 0,16 | Bey - 0,081 
5 0,116 3,16 021 «| 1,81 0,106 
6 0,174 2,92 0,34 1,95 0,172 
7 0,232 2,72 0,45 1,94 0,227 
8 0,290 2,46 0,58 2,00 0,292 
9 0,348 2,24 0,70 2,01 0,354 
10 0,406 2,00 0,83 2,04 0,419 
11 0,464 1,76 0,95 2,05 0,479 
12 0,580 1,32 1,19 2,05 0,601 


Durchschnitt von F fiir 5—12: 1,98 


Tabelle III. 
Einen Tag spiater unter gleichen Bedingungen. Blindwert 3,56 ccm 


Thiosulfat. 
is IL. III. IV. V. 
Berechnete —®/999-Thio- B/ oo-Jod Fd _ Mit Beniitzung d. 
Nr. Glucose sulfat entsprechend araus Durchschnittes 
mg ecm ccm berechnet von F gefunden 
1 0,048 3,40 0,08 1,66 0,038 
2 = 0,105 3,18 0,20 1,90" 0,096 
3 0,162 2,88 0,36 2,22 0,173 
4 0,215 2,72 0,45 2,09 0,216 
5 0,264 2,48 0,57 2,16 0,274 
6 0,345 2,26 0,69 2,00 0,331 
7 0,472 1,70 0,99 2,09 0,476 


Durchschnitt von F: 2,08 
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‘abelle IV. 
Zusatz von alkalischer Jodatlésung, Titration mit "/99-Thiosulfatlésung 
(log Tit. 72 420), 41/, Minuten Erhitzungszeit, Blindwert 3,64 Thiosulfat. 
# II. IIT. HY. ¥. 
Berechnete D/o99- Thio- 0/99 od — Mit Beniitzung d. 
Glucose sulfat entsprechend Durchschnittes 
berechnet _ * 
mg ecm ecm von F gefunden 
0,023 3,50 0,07 3,14 0,036 
0,046 3,40 0,13 2,83 0,066 
0,070 3,36 0,15 2,14 0,076 
0,093 3,34 0,16 1,72 0,082 
0,116 3,20 0,23 1,98 0,117 
0,174 2,98 0,35 2,60 0,178 
0,232 2,83 0,43 1,85 0,219 
0,290 2,55 0,58 2,00 0,296 
0,348 2,40 0,66 1,99 0,332 
0,406 2,13 0,80 1,97 0,408 
0,464 1,90 0,92 1,98 0,469 
0,522 1,68 1,04 2,00 0,530 
0,580 1,45 2,19 2,00 0,592 
Durchschnitt von F fiir 5—13: 1,96 
2 Tage spater Durchschnitt von F: 1,74 
Aus Tabellen If—IV ist ersichtlich, daB sowohl bei Verwendung der 
sauren als auch der alkalischen Jodatlésung der Faktor F nicht unbe- 
trachtliche Schwankungen zeigt. Nimmt man den Durchschnittswert 
von F fiir Glucosemengen iiber 0,100 mg und berechnet mit Hilfe dieses 
Faktors die Glucose, so ergeben sich nicht unbetrachtliche Fehler. In 
verschiedenen Versuchsreihen schwankte der Durchschnittswert zwischen 
1,74—2,23. Es war naheliegend, die Ursache dieses Phainomens in der 
Erhitzungsdauer zu suchen. Das Resultat einer Untersuchung dieser 
Frage bringt folgende Tabelle: 
Tabelle V. 
Alkalische Jodatlésung, Titration mit "/599-Thiosulfat (log Tit. 72 677), 
verwendete Glucosemenge 0,348 mg. 

COM. B/yo9- Cem B/so9-J 1 com 8/so9-J 
Thiosulfat | entsprechend = Glucose mg 
3 Min. 3,82 2,62 0,64 1,83 0,273 
4 3,81 2,24 0,84 2,41 0,208 

3,80 1,96 0,98 2,81 0,177 

3,80 1,73 1,10 3,16 0,158 

3,79 1,61 1,16 3,33 0,150 

3,78 1,49 1,22 3,50 0,143 
Ganz ahnlich waren die Verhaltnisse auch bei Verwendung von saurem 
Jodat. Wir ersehen daraus, daB die Erhitzungszeit nicht ohne Einflu8 
auf den Ablauf der Reduktion ist. Bestimmt man die Menge Glucose, 
welche I cem "/.99-Jodlésung entspricht und trigt in einem Koordinaten- 
system diese Werte als Ordinate, die Erhitzungszeit als Abscisse ein, 


Erhitzungszeit Blindwert 
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so erhalt man nebenstehende mg Glukose 
0,280 





Kurve. 

Die Kurve ist einer von Ege ge- 9260 
brachten ahnlich, welche dieser bei 
Verwendung der alten Methode mit 
Kochen und direkter Titration mit %220 
" /g99-Jodlésung erhielt. Ebenso wie — gzgp} 
dort laBt sich auch hier ander Kurve 
ableiten, da} mit der Kochzeit die 
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Genauigkeit zunehmen miisse. Ich 9760 
untersuchte daher die Methode in 
dieser Richtung. Das Ergebnis brin- 
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Tabelle VI. Zusatz von saurer Jodatlésung, Titration mit "/9)-Thiosulfat 
(log Tit. 72 262), Blindwert 3,88 ccm Thiosulfat, 8 Minuten Erhitzungszeit. 
: I. If. LV. ¥. 
Berechnete —®/,99-Thio- D/ yo-dod + die Mit Beniitzung d. 
Glucose sulfat entsprechend a Durchschnittes 
berechnet ; " 
mg ecm ccm von F gefunden 
0,023 3,61 0,09 3,91 0,025 
0,046 3,48 0,21 4,56 0,060 
0,070 3,37 0,27 3,88 0,077 
0,093 3,29 0,31 3,33 0,088 
0,116 3,138 0,40 3,45 O,L15 
0,232 2,27 0,85 3,66 0,243 
0,348 1,59 1,21 3,48 0,347 
0,464 0,79 1,63 3,51 0,467 
0,580 0,05 2,02 3,48 0,578 
Durchsehnitt von F: 3,49 
An einem anderen Tag Durchschnittswert von F: 3,32 


Tabelle VII. Zusatz von alkalischer Jodatlésung, Titration mit "/59-Thio- 
sulfat (log Tit. 72 677), Blindwert 3,82 Thiosulfat, 8 Minuten Erhitzungszeit. 
L, Il. If. RV; ¥, 
Berechnete —®/s9-Thio- D/ i yo-Jdod SE ea Mit Beniitzung d. 
Nr. — Glucose sulfat entsprechend Garaus  Durchschnittes 
mg ecm ccm berechnet von F gefunden 
0,023 3,64 0,10 4,35 0,031 
0,046 3,49 0,18 3,91 0,053 
0,070 3,37 0,24 3,43 0,075 
0,093 3,27 0,29 0,091 
0,116 3,13 0,37 O,L15 
0,232 2,38 0,77 0,239 
0,348 1,72 0,12 0,349 
0,464 1,07 1,47 0,458 
0,580 0,29 1,88 0,586 
Durchschnitt von F: 
An einem anderen Tage F: 
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Tatsichlich sind die Resultate fiir die Berechnung mit dem Durch- 
schnittswerte von F hier besser geworden. Aber es zeigt sich auch hier 
wiederum der Ubelstand, da in verschiedenen Versuchsreihen der Wert 
fiir F ein anderer war. Er schwankte bei einer Erhitzungszeit von 8 Mi- 
nuten in meinen Versuchen zwischen 3,21—3,51. Die Folgen dieses 
Umstandes liegen auf der Hand. Eine Ursache dafiir habe ich nicht 
nachweisen koénnen. Ich vermute nur, da®B sich hier alle moéglichen 
iuBeren Einfliisse geltend machen, wie z. B. der Barometerstand, die 
Dampfspannung der Luft, die Ionisation der Luft u. a., welche bei 
Verwendung von gréBeren Zuckermengen nicht in Betracht kommen. 
Es ist aber aus meinen Versuchen auch ersichtlich, da der Fehler 
hauptsachlich bei Werten unter 0,3 mg Glucose zum Ausdruck kommt, 
Werten, mit welchen wir es bei Verwendung von nur 100—150 mg Blut 
hauptsachlich zu tun haben. 


III. Bestimmung des Reststickstoffes. 


Bei der Untersuchung der Methode fiir die Mikroanalyse des Stick- 
stoffes richtete ich mein Hauptaugenmerk auf die Bestimmung des 
Reststickstoffes. Bei der Bestimmung des Gesamtstickstoffes handelt 
es sich ja um Stickstoffmengen von mehr als 1 mg (wenn man 100 —150 mg 
Blut verwendet). Solche Mengen kommen aber auch bei den tiblichen 
Reststickstoffbestimmungen in Betracht. Bei der Reststickstoff- 
bestimmung nach Bang handelt es sich jedoch um Mengen bis herab auf 
0,020 mg. Bang selbst macht wiederholt auf die Schwierigkeiten der 
Methode aufmerksam, Ein Stickstoffgehalt der Lésungen, ein spateres 
Hinzukommen stickstoffhaltiger Substanzen insbesondere von Ammo- 
niak aus der Umgebung soll durch alle méglichen VorsichtsmaBregeln 
verhindert werden. Trotzdem fand er bei Blindversuchen noch einen 
Verbrauch von 0,22 ccm "/s99-Thiosulfatlésung weniger als der vor- 
gelegten Menge Jodlésung entsprechen diirfte. Das entspricht einer 
Stickstoffmenge von 0,015 mg. Im Laboratorium einer Klinik, wo stets 
organische Substanzen wie Urin, Faeces usw. zur Untersuchung bereit- 
stehen, wird der Ammoniakgehalt der Luft groBen Schwankungen 
unterliegen. Es ist daher notwendig, die Reststickstoffbestimmungen 
in einem eigenen Raum anzustellen, welcher auBerhalb des allgemeinen 
Laboratoriums liegt. Gleichzeitig mit jeder Bestimmung muB8 eine 
Blindbestimmung gemacht werden. 

Ich fiihrte meine Versuche in einem Raume des Laboratoriums aus, 
welcher sonst nur fiir mikroskopische Untersuchungen beniitzt wird, 
und achtete auf méglichste Fernhaltung aller obengenannten Einfliisse. 
Bei Blindversuchen ergab die Berechnung 0,015—0,085 mg Stickstoff. 
Die Resultate, welche ich bei Untersuchung von Harnstoff- und Harn- 
siurelésungen von bekanntem Stickstoffgehalt erhielt, zeigten erhebliche 
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Differenzen zwischen berechnetem und gefundenem Werte. Ich schlieBe 
mich auf Grund dieser Untersuchungen der Meinung von Richter- 
Quittner (1. c.), welche auch niemals tibereinstimmende Werte erhalten 
konnte, an und empfehle fiir diese Methode die Verwendung von Blut- 
mengen tiber 2 ccm. 

Zusammenfassend méchte ich sagen: 

1. Die Bestimmung der Chloride mittels der Mikroanalyse von 


Bang in einigen Tropfen Blutes gibt bei guter Ubung und priiziser Arbeit 
fiir die Klinik hinreichend genaue Resultate. 

2. Die Bestimmung des Blutzuckers ist in der gegenwartigen Fassung 
nicht genau und gibt uns nur bei groben Schwankungen des Blutzuckers 


einen Anhaltspunkt. 
3. Die Reststickstoffbestimmung ist auch fiir letzteren Zweck in 
der gegenwartigen Form ungenau. 
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Beitrage zur Kenntnis des Vitamins (B) nebst Darstellungs- 
methode. 


Von 


Sogen Tsukiye. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Instituts fiir Infektionskrankheiten der 
Kaiserlichen Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 13. April 1922. 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Einleitung. 


* . y é.> . . . . 
Uber die Ursache der Polyneuritis gallinarum sind bis jetzt sehr 
viele Theorien aufgestellt worden; die meisten Forscher glaubten, die 


Schuld sei dem Verlust oder Mangel irgendeiner chemischen Substanz 
zuzuschreiben. 


Eijkman') machte im Jahre 1896 darauf aufmerksam, daB Polyneuritis galli- 
narum durch Eingeben der Reiskleie geheilt werden kann. Bléadat*) im Jahre 1901, 
Gryns*) und gleichfalls noch viele andere erkannten, daB der Extrakt der Reiskleie 
das beste Mittel gegen die Beriberi ist, und sie vermuteten, daB in der Reiskleie 
noch irgendeine unbekannte Substanz existiere, deren Mangel die Beriberi ver- 
ursache. Diese wirksame Substanz wurde ,,water soluble B‘‘ oder ,,Vitamin B* 
von MacCollum und C. Kennedey benannt. Um die Frage zu lésen, was diese 
Substanz eigentlich ist, haben die Forscher die verschiedensten Ansichten ent- 
wickelt. 

Hier méchte ich zuerst einige der hauptsichlichsten Theorien folgen lassen: 


1. Mangel des EiweiBes und der Salze (C. Eijkman). 

2. Mangel von Protein, welches zum Prolamin gehért [O. Rosenheim und 
S. Kajiura'), H. Fraser und A. T. Stanton*)). 

3. Die Beziehung zu Phosphorsiure und Phosphaten wie Phytin [H. Fraser, 
A. T. Stanton*®), H. Aron, F. Hocson’)}. 

4. Die Beziehung zu den Phosphor- und Kaliumsalzen [Kilbourn®), Urbeanu*), 
van Hoogenhuyze})]. 

5. Nucleoproteide [H. Schaumann}')]. 

6. Die Beziehung zu den Derivaten der Nicotinsiure wie Trigonellin oder 
Betain [H. Schaumann?)]. 

7. Cholin und Lecithin. 

8. Fehlen oder Mangel einer oder mehrerer Aminoséuren [F. Roehmann})}. 
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Die meisten Forscher betrachten dieses Vitamin B als eine bis jetzt chemisch 
unbekannte Substanz. 

Wie steht es aber mit dem chemischen Studium des Vitamin B? 

Hieriiber machte Etjkman*) 1906 Angaben. Casimir Funk') setzte sodann 
die Untersuchung dieser Substanz seit 1910 fort, einmal glaubte er, den wirksamen 
Bestandteil in Krystallform erhalten zu haben, jedoch kamen ihm spiaiter Bedenken 
auf; denn, was er durch seine Methode zuletzt erhielt, war von so minimaler Quan- 
titat, daB die Vitaminwirkung nur schwach und kein Material fiir die chemische 
Untersuchung tibrig blieb. 

Man konnte nur auf Grund einiger Eigenschaften behaupten, daB diese Sub- 
stanz eine neue Form von Pyrimidinderivaten sei. Spater haben Williams und 
Seidell) eine bemerkenswerte antineuritische Wirkung des Hydro-oxypurins 
festgestellt und schlossen daraus, daB der wirksame Bestandteil des Hefenextrakts 
isomer mit Adenin sein miisse. Hierauf hat Williams, der die Wirkung von Hydroxy- 
pyridin beobachtete, behauptet, daB der wirksame Bestandteil eine Isoform der 
Nicotinsiure sei. 1913 habe Suzuki, Odake und Shimamura") den wirksamen 
Bestandteil der Reiskleie getrennt und isolierten es als Oryzaninpikrat, aber es 
ist nicht gewiB, ob diese krystallinische Substanz mit dem Vitamin B identisch ist. 
Im Jahre 1921 fiihrt S. Oseki!*) eine Hydrolyse des Reiskleieextraktes aus, es 
fallte durch Gerbsiure den wirksamen Bestandteil. Mit Silbernitrat und Baryt 
teilte er die Histidinfraktion und wies darin den wirksamen Bestandteil nach, 
aber am SchluB erhielt er als Ergebnis eine kleine Menge leicht gelblich gefarbter, 
harziger Substanz. AuBer den obenerwaihnten Forschern haben FE. B. Vedder, 
R. R. Williams), H. Schawmann*), J.C. Drummond und C. Funk**), C. N. Meyers 
und Voegtlin™*), N. M. Saleeby**) u. a. m. Untersuchungen angestellt, jedoch 
blieben ihnen das Isolierungsverfahren und die chemische Natur des Vitamins B 
unbekannt. 


Hier will ich meine eigenen chemischen Untersuchungen des Reis- 
kleienextrakts anfiihren iiber die Frage, in welchem Zustand sich Vita- 
min B im Reiskleienextrakt befindet, und schlieBlich will ich die Iso- 
lierungsmethode mitteilen. 


II. Chemische Untersuchung des Reiskleienextrakts. 

Der Reiskleienextrakt wurde des 6fteren in Verbindung mit dem 
Studium des Vitamin B untersucht, und bis jetzt sind doch seine Be- 
standteile mit Ausnahme eines Bruchteils unbekannt. Wie schon vor- 
hergehend erwahnt, nimmt man an, da Vitamin B zu den Purin- oder 
Pyrimidinbasen oder Aminosaure in irgendeiner Beziehung stehe. Die- 
sen Punkten schenkte ich daher bei meiner Untersuchung des Reis- 
kleienextrakts hauptsachlich Aufmerksamkeit. 


A. Alkoholextrakt der Reiskleie. 
30 kg Reiskleie, die von Sand gereinigt ist, wird durch Erwarmen 
mit 80—85°% reinem Alkohol zwei oder dreimal extrahiert. 
Hierauf driickt man das Ganze gut aus und sammelt den Alkohol- 
extrakt. Nach Abdampfung des Alkohols la8t man den Riickstand 
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einige Zeit stehen und entfernt die Fettschicht. Zuerst nimmt man 
das Fett und Lipoid mittels Athers auf. Es verbleibt dann eine saure 
Fliissigkeit von dunkelbrauner Farbe mit etwas siiBlichem Geschmack. 
Diesem wird Bleiessig hinzugefiigt, filtriert und der erhaltene Nieder- 
schlag mit Wasser ausgewaschen. Aus dem Filtrat nimmt man das Blei 
als Sulfid wieder heraus und kihlt es nach vollstiandiger Vertreibung 
des Schwefelwasserstoffes ab. Dann fiigt man ihm zuerst zu 5% Schwe- 
felsiure und dann so viel konzentrierte Phosphorwolframsaure zu, bis 
nichts mehr ausfallt, und filtriert. Den-erhaltenen Niederschlag wascht 
man mit 5°, Schwefelsiure gut aus, und das Filtrat, welches mit (A) be- 
zeichnet wird, wird fiir spitere Untersuchungen aufbewahrt. 

Der Niederschlag wird mit Baryt zersetzt, unter Vermeidung des 
Uberschusses, und filtriert. Den Niederschlag waischt man gut aus und 
sammelt das Filtrat. Nun leitet man in das alkalische Filtrat kohlen- 
siurefreie Luft hinein und beseitigt die Ammoniaksalze, die mit der 
Phosphorwolframsiure mit ausfallen. Nach Entfernung des Bariums 
macht man die Lésung mit verdiinnter Salpetersiiure sauer und fiigt 
ihr Silbernitrat hinzu (Silbernitrat wird so viel hinzugefiigt, bis ein klarer 
Tropfen aus der oberen Schicht dieser Lésung mit konzentriertem Baryt- 
wasser einen gelblich braunen Niederschlag bildet). Hierauf wascht man 
den Niederschlag mit Wasser aus und bezeichnet ihn als Fraktion 1 (F. 1). 
Fiir weitere Behandlung des Filtrats neutralisiert man mit Baryt- 
wasser zuriick. Beim schwach Alkalischwerden entsteht ein Nieder- 
schlag. Man priift die Lésung nach Zusatz einer kleinen Menge 
Barytwasser, indem man das Absetzen des Niederschlages abwartet 
und von der klaren Fliissigkeit eine kleine Probe zur Priifung mit 
ammoniakalischer Silberlésung entnimmt, Entsteht beim Zusammen- 
flieBen beider Flissigkeiten ein in Uberschu8 des Ammoniaks leicht 
léslicher Niederschlag, so fiigt man weiterhin eine kleine Menge Baryt- 
wasser hinzu. Den entstandenen Niederschlag wascht man mit Wasser, 
welches durch Baryt ganz schwach alkalisch gemacht ist. Der Nieder- 
schlag wird mit F. 2 bezeichnet. 

Wenn nun das Filtrat mit Barytpulver gesittigt wird, entsteht 
wiederum ein Niederschlag, den man so lange mit gesattigtem Baryt- 
wasser auswischt, bis er auf Salpetersiure nicht mehr reagiert. 

Dieser Niederschlag wird mit F. 3 bezeichnet. 

Wiederum sammelt man das Filtrat und schafft Silber und Schwefel- 
siure heraus. 

Hierauf siuert man die Lésung in 5% Verhiltnis mit Schwefel- 
siure an und gieBt konzentrierte Phosphorwolframsiure hinzu, wodurch 
ein Niederschlag entsteht, der mit Baryt zersetzt wird. Nach Beseitigung 
des Bariums hebt man ihn als F’ 4 auf. 
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1. Behandlung von F. 1. 

Der Niederschlag wird in verdiinnter Schwefelsiure gelést und das 
Silber mit Schwefelwasserstoff entfernt. Macht hierauf die Lésung mit 
Ammoniak alkalisch und fiigt ihr ammoniakalische Silberlésung hinzu, 
wodurch ein flockiger Niederschlag entsteht. Man wiischt ihn aus und 
trennt ihn nach Krueger-Salomonschem Verfahren‘) in: 

1. Xanthinfraktion, 

2. Hypoxanthinfraktion. 

Nach weiterer Behandlung erhilt man aus Hypoxanthinfraktion 
Adenin und Hypoxanthin (s. Photographie 1, 2). 


2. Behandlung von F, 2. 

Der Niederschlag wird in verdiinnter Schwefelsiure gelést. Nach 
Beseitigung des Bleis und dann der Schwefelsiure hat man eine fast 
neutrale Fliissigkeit. Man siuert mit Salpetersiure schwach an, ver- 
dampft und trocknet sie langsam auf dem Wasserbad. Diese getrock- 
nete Substanz wird mit 10°, Silbernitratlésung, welche mit Salpeter- 
siure schwach angesiuert ist, extrahiert, dabei bleibt der Farbstoff als 
Riickstand zuriick, den man mit der gleichen Lésung von Silbernitrat 
auswiascht. Zu dem Filtrat tropft man vorsichtig ammoniakalische 
Silberlésung zu, wodurch ein flockiger Niederschlag sich bildet, der sich 
aber in iiberschiissiger ammoniakalischer Silberldsung wieder auflést. 

Den entstandenen Niederschlag wischt man mit Wasser gut aus. 

Hierauf lést man ihn in verdiinnter Schwefelsiure und entfernt das 
Silber mit Schwefelwasserstoff. Nach Beseitigung der Schwefelsiure 
hat man eine gelbliche, neutrale Fliissigkeit. Diese hat, wie schon er- 
wiahnt, hinsichtlich der chemischen Eigenschaft groBe Ahnlichkeit mit 
Histidin, ist jedoch von diesem verschieden, da die Diazoreaktion nega- 
tiv ausfaillt, und noch in anderer Beziehung. Mit Pyrimidinbasen und 
Allantoin hat es ahnliche und verschiedene Eigenschaften, wie spiter 
tabellarisch verzeichnet wird. 

Wie nachher berichtet wird, tiberzeugten mich die Experimente, 
die ich an Hiihnern, die mit Reis gefiittert wurden, ausfiihrte, von der 
wunderbaren Wirksamkeit dieser Substanz. Meine Versuche, diese 
Substanz krystallinisch zu gewinnen, blieben trotz groBter Anstrengung 
ergebnislos, und es ging nicht so wie bei C. Funk, C. N. Meyers und 
C. Voetlin??), die sie leicht in Krystallform iiberfiihren konnten. Meine 
Versuche mit Sauren, Goldchlorid, Platinchlorid und Pikrolonsaure sind 
ergebnislos geblieben. SchlieBlich findet man, da diese Substanz 
durch in Wasser geléster Pikrinsiure goldgelb ausfallt und der Nieder- 
schlag sich in Alkohol und heiBem Wasser leicht lést. Man lat sie aus 
der Wasserlésung auskrystallisieren, erhalt aber nur krystallahnliche 
Gebilde und keine regulaéren Krystalle. 
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Um sich iiber die Léslichkeit der Substanz in Alkohol zu vergewissern, 
fiigt man ihr in 70%, 80° und 90%, Verhaltnis Alkohol hinzu, jedoch fallt 
ein Teil schon in 80° Alkohol und in 90°, fast alles aus. Dieser Nieder- 
schlag wird mit absolutem Alkohol und dann mit Ather ausgewaschen, 
im Exsiceator getrocknet und ergibt ein weiBgraues Pulver. 

Dieses enthalt noch etwas Farbstoff, der nicht vollstandig heraus- 
geschafft werden konnte, denn verwendet man Tierkohle, so wird der 
Hauptteil des Vitamins B mit dem Farbstoff absorbiert. 

Als einziger Weg zur Reinigung verbleibt nur die Auskrystallisierung. 
Wenn einmal diese Substanz angesiiuert ist, lést sie sich in konzentriertem 
Alkohol und kann nicht mehr durch Alkohol ausgefillt werden. Dieses 
ist eine sehr interessante Tatsache, C. Funk bemerkte, daB er mit ab- 
solutem Alkohol aus der Reiskleie die wirksame Substanz, jedoch aus 
der Hefe nur einen kleinen Teil davon, extrahiert habe. Th. B. Osborne, 
L. B. Mendel*®), J. C. Drummod**), Alf. J. Wakmann?") stellten fest, daB 
Vitamin B, welches aus der Hefe erhalten wurde, in absolutem Alkohol 
unloéslich ist; H. V. Mac Collum und N. Simmonds**) sagen, dab Vitamin B, 
hergestellt aus der Hefe, in 95°, Alkohol unléslich sei. Dagegen haben 
H. Fraser und A. T. Stanton™*) die wirksame Substanz aus der Reis- 
kleie mit absolutem Alkohol und Cooper*®) aus dem Fleischpulver extra- 
hiert. Wiederum haben Z. B. Vedder und R. R. Williams das Vitamin 
aus der Reiskleie mit 95°, Alkohol vollstaéndig extrahieren kénnen. 
C. B. N. Meyers und C. Voegtlin haben die wirksame Substanz aus der 
Hefe mit saurem Methylalkohol vollstiindig extrahiert. Diese Wider- 
spriiche riihren wohl von den angewandten Materialien, die saucr oder 
alkalisch waren. Die Substanz, die ich nach der schon erwaihnten Methode 
erhalten habe, war in konzentriertem Alkohol schwer, aber im Wasser 
sehr leicht léslich, wihrend die Biuret-, Xanthin-, Murexid-, Millonsche 
und Diazoreaktionen negativ waren, war die Folin- Mac Collum-Dennische 
Harnsiaurereaktion schwach positiv. Diese letztere ist, wie C. Funk 
richtig bemerkt, nicht die Reaktion des Vitamins selbst. Aber daB die 
Substanz keine Harnsiure enthilt, beweist der negative Ausfall der 
Benedict-Hitchcockschen Reaktion. Diese Substanz fallt vollstaindig mit 
Gerbsiure und ein Teil mit der Sublimatlésung aus. 5—6 mg dieser 
wirksamen Substanz geniigen manchmal, die erkrankten -Hiihner zu 
heilen, jedoch ist Heilung bei Verwendung von 10—15 mg in einigen 
Stunden sicher. 

Nachdem das Ammoniak vollstiandig vertrieben worden ist, habe ich 
die Beziehung des Stickstoffs- und Aminostickstoffs erforscht und mittels 
der Bangs-Mikro- Kjeldal- Verfahren 5,6% Stickstoff bestimmt. Einen 
Teil des gesamten Stickstoffs habe ich mit. dem Van Slykeschen Appa- 
tat als Aminostickstoff wiedergefunden, 
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Die physikalisch-chemischen Eigenschajten von Vitamin B. 


(Vergleich mit den anderen ahnlichen Substanzen.) 





1 Vitamin B |= Histidin | Allantoin Cytosin Urazil Thymin 


Krystallform ? nadel- od. | Prismen Plittchen Nadel Plittchen 


tafelirmig | od. Nadel 
Wasser | leicht lislich leichtlislich} | schwer schwer schwer schwer 
in kaltem, léslich in kaltem, in kaltem, 
leicht leicht leicht 
e in heiBem in heiBem — in hei®em 
Ather | nicht lislich | nicht léslich| nicht léslich nicht léslich | nicht léslich schwer 
lislich 
Alkohol | nicht léslich | teils lislich} unlislich — schwer lislich nicht léslich sehr schwer 
in kaltem léslich 
| etwas lislich 
in heibem 
Phosphor- | fallbar aus | fallbar aus | nicht fallbar fillbar nicht faillbar nicht fallbar 
wolframsiure | H,SO, oder | H,SO, oder | 
| HCl-Lésung | HCI-Lisg. | | 
AgNO; und | __fiallbar fillbar | fallbar fiillbar fallbar fillbar 
Ba(OH), j | (durch iiber- 
| schiissiges 
Baryt) 
AgNOs und | fallbar, aber fallbar, aber fillbar, aber fallbar, aber | fallbar, aber fallbar, aber 
NH;OH — imUbersehuf i. Uberschu8 im Uberschuf im Uberschu8 im UberschuB i. Uberschub 
‘von NH3OH \von NH;,0H)| von NH3;0H von NH3;0H | von NH;OH von NH,OH 
| wieder lislich wieder lisl. |wieder léslic h wieder léslich wieder léslich wieder lésl. 
Sublimat | teils fallbar = fallbar | 
in Alkali leicht | leicht | leicht 
| zersetzlich | | zersetzlich zersetzlich 
Diazoreakt (—) (+) 


3. Behandlung von F. 3. 

Der Niederschlag wird in verdiinnter Schwefelsaure gelést, entfernt man 
zuerst das Silber und dann die Schwefelsiure, so enthalt das Filtrat 
nur noch Stickstoff. Hierauf wird es mit 50°, Natronlaugelésung ge- 
kocht, und man bemerkt das Entstehen des Ammoniaks. Mi8t man 
nun nach der Van Slykeschen Methode, so zeigt sich, daB der gréBte 
Teil des Stickstoffs dem Argininstickstoff gleich ist. 

Daraus habe ich Argininpikrolonat auskrystallisiert (s. Photographie 7). 


4. Behandlung von F. 4. 

Die Lésung von F. 4 dampft man sirupés ein, fiigt ihr konzentrierte 
Chlorwasserstoffsiure hinzu und trocknet sie nach der Abdampfung 
im Exsiccator. Nach langerem Stehenlassen extrahiert man sie mit ab- 
solutem Alkohol, und kocht sie dann mit 85°, Alkohol aus. Bringt 
man zu diesem ersten Extrakt alkoholische Sublimatlésung hinzu, so 
entsteht ein Niederschlag, der aus Quecksilbersalz des Cholinhydro- 
chlorids besteht. Fiigt man sodann dem zweiten Extrakt alkoholische 
Sublimatlésung hinzu, so erwartet man einen Betainniederschlag, aber es 
fallt nichts aus. Der Riickstand wird mit Methylalkohol extrahiert. 


Die léslich in 


Biochemische Zeitschrift Band 181. 9 
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Der Methylalkohol wird abgedampft, dann lést man den Riickstand in 
Wasser und trennt nach der Wintersteinschen Methode das Lysin. Im Riick- 
stand ist Ornithin nicht nachzuweisen. Am Schlusse werden alle Fil- 
trate gesammelt. Das Quecksilber und hierauf das Barium wird entfernt, 
und man fiigt ihm in 5% Verhialtnis Schwefelsiure und konzentrierte 
Phosphorwolframsiure hinzu, wodurch ein Niederschlag entsteht, lést 
diesen in Baryt, und nach dessen vollstindiger Entziehung dampft man ab. 

Lést man den Rest in Alkohol, so entsteht durch Hinzufiigen von 
alkoholischer Pikrinsiurelésung ein Niederschlag. 

Dieser ist goldgelb und ist in Alkohol schwer und in heiBem Wasser 
leicht léslich. Li Bt man ihn aus der Kaltwasserlésung auskrystallisieren, 
so entstehen goldgelbe Tafeln. Diese haben den Schmelzpunkt 280° C. 
Diese Substanz ist organisch, aber ihr Wesen ist noch nicht klar. 


5. Behandlung des Filtrats A. 
Mit reichlichem Barytpulver entfernt man aus dem Filtrat Schwefel- 
siure und Phosphorwolframsiure. Das Filtrat ist dann von siiBlichem 
Geschmack und enthalt stark reduzierende Substanzen. 


Reis-Kleie 
| 
Alkoholextrakt 
| ¥ 
Behandlung mit: Ather 
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Diese Reduktionskraft ist wohl durch die vielen Zucker, die sie 
enthilt, bedingt. Nach Abscheiden der Glucose enthalt sie noch Zucker, 
und dieser ist hauptsachlich Lavulose. AuBer diesen Zuckerarten sind 
noch freie Aminosiuren vorhanden, aber kein Tryptophan. 

Im vorstehenden ist die schematische Darstellung des chemischen 
Vorganges sowie die Stickstoffverteilung veranschaulicht. 


B. Uber Wasserextrakt der Reiskleie. 

Der Wasserextrakt der Reiskleie enthalt nur wenig Fett, dagegen 
verhaltnismaBig viel Protein. Daher siuert man ihn mit Essigsiure an, 
kocht und entfernt das EiweiB. Das mit Bleiessig gereinigte Filtrat be- 
handelt man wie den Alkoholextrakt und erhilt fast das gleiche Re- 
sultat. 

III. Untersuchung des Vitamins B. 

Ich will nach vorhergegangener Untersuchung der Reiskleie nun 
feststellen, in welchem Zustand sich Vitamin in der Reiskleie befindet, 
und in welchen der vorhererwihnten chemischen Prozesse es iiber- 
gegangen ist. Zu diesem Zweck habe ich seine antineuritische Wirkung 
an jungen Miausen untersucht. 


a) Durch Bleiessig fdllbare Substanzen. 

Der Niederschlag wird 30 Tage lang mit Wasser ausgewaschen. Nach 
Beseitigung der absorbierten Substanzen fallt man das Blei mit Schwe- 
felwasserstoff heraus und gibt den erkrankten Hiihnern davon ein, aber 
ohne jede Wirkung, wie schon friiher Hanshoff Pal®'), M. Kumagawa**), 
E. B. Vedder und R. R. Williams) berichteten. 


b) Durch Phosphorwolframsdéure fdallbare Substanzen. 


Den Niederschlag, der durch Phosphorwolframsiiure entstanden ist, 
trennt man mit Baryt in F. 1, F. 2, F. 3 und F. 4. 

Hierauf wird in jedem Falle die antineuritische Wirkung untersucht. 
Dieselbe kann man nur bei F. 2 feststellen. 


c) Wachstumsférdernde Wirkung. 


E. V. McCollum und C. Kennedy haben bestimmt versichert, daB das wasser- 
lésliche Vitamin B antineuritisch und wachstumsférdernd ist; aber kiirzlich haben 
A, P. Emmet und G. O. Luros*) die antineuritische Substanz fiir Hiihner und die 
wachstumsférdernde Substanz fiir Ratten als verschieden hingestellt. EF. V. 
McCollum und Davis) haben angegeben, daB zum normalen Wachstum eines 
Tieres Vitamin A und B notwendig sind. SchlieBlich hat Funk**) beobachtet, dab 
junge Hiihner, die ausschlieBlich mit Reis und Reiskleie gefiittert wurden, zwar 
am Leben bleiben, aber nicht wachsen. H. H. Mitchell**) halt die beiden Vitamine 
fiir sehr ahnlich, aber glaubt, daB kein Grund vorliege, sie als gleich zu betrachten. 


Um diese Frage zu lésen, habe ich Hiihner ausschlieBlich mit polier- 
tem Reis gefiittert. 


Qg® 


toe NN eae 














j 
| 
| 
| 





132 S. Tsukiye: 


Den erkrankenden Hiihnern wurde die vorher abgetrennte antineu- 
ritische Substanz gegeben, und wie aus der graphischen Darstellung 
(Abb. 1) ersichtlich, sind alle prompt geheilt ; aber eine 
Gewichtszunahme des K6rpers findet nicht statt. Gibt 
man ihnen aber eine gréBere Quantitat oder tiaglich 
eine bestimmte Menge dieser Substanz, so ist die 


g ' 
1s00}-%6 











saad Zunahme des Kérpergewichts 
200 zu beobachten. 

Dann wurden Mause nur 
sas mit poliertem Reis gefiittert. 
7000 durch Phasphor- Schon nach 2—3 Wochen 

wo/framsaure . ° 
pa flare Sbstosen magern die Tiere ab und gehen 
| ein. Gibt man ihnen aber 
800} polierten Reis und Reiskleie, 
ual so gedeihen sie ohne Stérung 
(Tabelle I). Auf diese Erfahrung 
600}- t hin habe ich ihnen polierten 
eid poo dd |S CReis mit den verschiedenen 
10 Tage Substanzen, die ich vorher 


Abb. 1. Heilende Wirkung des Vitamins B bei 


2 Hiihnern, welche mit Reis gefiittert waren. aus der Reiskleie auf chemi- 


schem Weg gewonnen hatte, 
gegeben. Nur, was ich als antineuritische Substanz bzw. Vitamin B 
abgetrennt habe, hat eine Wirkung gehabt (s. Abb. 2, 3); aber alle 
anderen, Lysin, Arginin, Purine, Cholin usw. sind wirkungslos geblieben. 
Wr §. 


| Wr 10. 
Nr 30. 
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Abb. 8. Vitamin B, isoliert aus der gleichen 
Menge des Phosphorwolframsdure-Nieder- 
” schlags (s. Abb. 2), aber der wirksame Be- 

Abb. 2. Heilende Wirkung des Phosphor- standteil ist nicht gleich und dessen gréBerer 
wolframsdure-Niederschlags bei Mausen. Teil bei der chem. Behandlung verschwunden. 
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Jetzt ist noch festzustellen, wie 
lange die Tiere mit poliertem Reis 
und Vitamin B leben k6énnen. 


d) Versuche iiber die Dialysierbarkeit 
des Vitamins B. 

Die Dialysierbarkeit des Vitamins 
B wurde von Funk und anderen nach- 
gewiesen. Nicht hydrolysierter Reis- 
kleienextrakt wird abgedampft und 
in eine Tiermembran gelegt. Nachdem 
2 Wochen lang dialysiert worden ist, 
untersucht man das Dialysat und den 
Riickstand. 

Im ersteren sind antineuritische 
und wachstumférdernde Wirkungen 
festzustellen, aber im letzteren nicht 


(Abb. 4). 
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\Wr 2 


Nr ¥§. 


Sed 








Abb. 4. Miause Nr. 2 und 8 gefiittert mit 

dialysierter Substanz. Mause Nr. 12 und 

18 gefiittert mit dem Riickstand des Dia- 

lysats. Miuse Nr. 45 und 49 gefiittert mit 

allen andern Basen des Extrakts, aus- 
genommen Cholin. 


e) Versuche iiber die Absorbierbarkeit des Vitamins B. 


Chamberlain, N. Vedder?) und R. R. Williams berichten iiber die 
Absorbierbarkeit des Vitamins B durch Tierkohlen. Emmet und Mc 
Kinn*®) und Seidel*) stellten fest, daB Vitamin B vom Lloydschen Rea- 
genz oder von der Fiillerschen Erde, aber schwer von der Kieselgur ab- 
sorbiert wird. Nach meinen Experimenten hingt die Absorbierung 
mehr oder weniger von den Substanzen ab. Man beobachtet, daB es 
am kriaftigsten von den Metallsulfiden, besonders denen des Silbers 
und Bleis, absorbiert wird. Im folgenden ist die Absorbierungsfahigkeit 
der Reihe nach angefihrt: Tierkohle, Kaolin, Blei-, Silbersulfid, Kiesel- 
gur, Blei- und Bariumsulfat. Vedder und Williams haben gewubt, daB 
in der Reiskleie Vitamin B reichlich vorhanden ist, aber nach der 
Funkschen Methode nur ein geringer Prozentsatz davon gewonnen werden 
kann. Dies riihrte daher, daB bei der chemischen Manipulation ein 
groBer Teil von Baryt zersetzt wurde. Nach meiner Ansicht wird es 
von Baryt weniger zersetzt, aber von den Metallsulfiden absorbiert. 


f) Bemerkungen zum Silbernitrat- und Barytverfahren. 


Wie im vorhergehenden Kapitel erwahnt, kann Vitamin B aus 
saurer Silbernitratlésung mit Baryt bei neutraler oder schwachalkali- 
scher Reaktion ausgefallt werden. 

C. Funk, M. Kumagawa und andere haben erfolglos versucht, direkt 
aus dem Reiskleienextrakt Vitamin B zu extrahieren. Ich habe dies auch 
mehrfach probiert, aber mit dem gleichen MiBerfolge. 
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Edie, Evans, Moore, Simpson und Webster) haben dagegen aus dem 
Hefenextrakt direkt den wirksamen Bestandteil isoliert. Bei dieser 
Methode ist meiner Ansicht nach der chemische Vorgang so erfolgt, daB 
das Vitamin B eine Verbindung mit Silberhydroxyd eingeht und ausfiallt : 

2 Ag NO; Ba(OH), = 2 AgOH Ba(NO,). 
AgNO; NH;0H ~— AgOH NH;NO; 
Vitamin B AgOH-Niederschlag. 

In dem Reiskleienextrakt befinden sich aber, wie vorher erwihnt, 
stark reduzierende Substanzen, wie Glucose und Livulose, und in der 
durch Baryt alkalisch gewordenen Lésung wird sofort AgOH reduziert, 
daher ist es méglich, daB Vitamin B, welches mit AgOH einmal ver- 
bunden ist, wieder frei wird und nicht ausfallt. Um iiber diese Tatsache 
Klarheit zu gewinnen, habe ich Hefe dem Reiskleienextrakt hinzugefiigt 
und die Mischung einige Tage in der Zimmertemperatur belassen. Nach- 
dem die Zuckerarten fast vollstiindig verschwunden sind, wird nach der 
Silbernitrat-Barytmethode erfolgreich der wirksame Bestandteil isoliert. 

Die Substanz, die zuletzt erhalten wird, zeigt die Biuretreaktion, 
die aber nicht durch Vitamin B selbst, sondern durch die Substanzen, 
die aus der Hefe stammen, bedingt ist. 


IV. Darstellungsmethode des Vitamins B. 


Theorie: Um das Vitamin B aus dem Reiskleienextrakt zu isolieren, 
wird es zuerst mittels Phosphorwolfram- oder Gerbsiure ausgefiallt, 
um es mit anderen Basen von reduzierenden Substanzen zu trennen. Hier- 
auf wird mit Silbernitrat und Baryt das Vitamin B von den anderen 
Basen getrennt. Um die Metalle herauszuschaffen, muB man Schwefel- 
wasserstoff méglichst vermeiden. AuBerdem mu man sich vor iiber- 
schiissigem Baryt und dem Erhitzen der Lésung, wenn sie alkalisch ist, 
hiiten, 

Ausfiihrung: Auf 1kg Reiskleie gieBt man 31 Wasser und extrahiert sie 
ungefahr 2 Stunden lang auf dem Wasserbad und filtriert. Das Filtrat 
1a8t man auf dem Wasserbad zum Sirup einkochen, fiigt ihm 75° Alkohol 
zu und entfernt den in gréBter Menge entstehenden Niederschlag. Hierauf 
vertreibt man den Alkohol, entfernt das Fett und Lipoid mittels Athers, 
lést den Rest in Wasser und fiigt Bleiessig unter Vermeidung eines 
Uberschusses hinzu. Den entstehenden Niederschlag nimmt man heraus, 
gieBt zu dem Filtrat verdiinnte Schwefelsiure und beseitigt das Blei- 
sulfat. Hierauf fiigt man ihm in 5% Verhaltnis Schwefelsiure und kon- 
zentrierte Phosphorwolframsaurelésung hinzu und sammelt den ent- 
stehenden Niederschlag, der mit 5% Schwefelsiurelésung gut aus- 
gewaschen wird. Darauf zersetzt man ihn mit Baryt und sammelt das 
Filtrat. Nach Beseitigung des Bariums sauert man mit Salpetersaure 
an und fiigt Silbernitrat hinzu. 
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Den entstandenen Niederschlag entfernt man und macht das Fil- 
trat mit Barytwasser schwach alkalisch, wodurch sich ein Niederschlag 
bildet. Den Niederschlag lést man in verdiinnter Schwefelsiure und 
entzieht ihm das Silber mit Schwefelwasserstoff. Nach Beseitigung der 
Schwefelsiure erhalt man eine fast neutrale Fliissigkeit. 
man mit Salpetersiure an, dampft sie auf dem Wasserbad ein und trock- 
net. Dann extrahiert man den Riickstand mit 10°, Silbernitratlésung. 


Tabelle I. 


Mause gefiittert mit Reis und Reiskleie. 


Diese siuert 























Nr. I Nr. Il Nr. Ill Nr. IV 
| K6érper- KOorper- Korper- KOorper- 
Datum gewicht Datum! gewicht Datum gewicht Datum gewicht 
i g g £ 4 
9. I. 8.3 9; I. 11,4 9. I. - 9. I. 9.8 
11.1. | 7.8 3B. 1. 11,8 Ped i} OB § 9.4 
ee 8.9 +9. 1. 12,9 sk DF aa ia. I. 10,2 
1d. 4.4 8.¢ 15. I. 12,7 15. I. 8.0 15. I. 10.9 
tk 9,4 7. bs 12,7 7.1. 8.1 ya ef 11.6 
18. I. 9.6 58. 3. 12.9 18. I. 8.1 18. I. 11,7 
19. I. 9.8 19. I. 12,4 19. I. 8.5 19. L. 11,9 
20. I. 9,7 20. I. 13.2 20. I. 8,7 20. I. 12,2 
25. 3. 9,9 BeeLs 13,9 23. I. 9,0 28. I. 123 
24. I. | 9.9 24. I. 13,5 24. I. 8.7 24. I 12,5 
26. I. 9.8 26. I. 13,0 26. I. 8.9 26. I. 11 
Tabelle II. 
Mause gefiittert mit Reis und Arginin. 
Nr. I Nr. Il Nr. Il Nr. IV 
Korper- | Ké6rper- KOorper- Kérper- 
Datum| gewicht | Datum!) gewicht Datum, gewicht Datum gewicht 
z g g | g 
9. I. 8,2 9. I. 7,6 9. I. 8,2 9. I. 8.0 
41.3. 8,1 7. b 7.6 1.1: 8.0 5. T. 8,1 
18. I. 8.3 13, L 7.9 13.1. |, 84 43.1. 8,3 
45... 7.9 15. I. ‘te Ke tS 15. 1. 7.5 
iy ae 3 7.6 eae 72 1 A a es 17. I. (* a 
18. I. 7,6 mt C2 18. I. 7,4 18. I. 6,9) -2 
O.3. 1 TS) 19. I. 6.9 19. I. asa 19. I. 6.9 So 
25. | | _, | 20.1. 6.6 20. I. 73 20. I. 6.1) 4 
31.1 7,24-3 121.1. 64] —¢ 721-1.) 7,2] = [21.1 — 
29.1. | 71's |22.1) 67 (3 J22.. |) 711 | 22.1. 
Jae L 7.0 a 23. 1. 6,4 ( 2° 123.1.) 71 2 — 
24.1. | 68 24.1. | 63) [24.1 6,9 | <4 — 
25.1. | 6,6 25.1. | 6,0 25.1. | 6,7 _- 
26.1. | 6,5 26.I.} 59 26. I. 6,5 
Rieke i. Te 37 1..) 66 20. 1L 6,3 a 
29.1. | — 29.1. | 5,3 29.1. | 6.2 
31.1.) — as ce 31.1. | 5,7 -- 
10}; — — | Eat eS _ 
2.0; — ee 2.I1.; — 
3. El. | ; — 3. II 
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Tabelle III. 
Miuse gefiittert mit Reis und Lysin. 
Nr. XXVIL Nr. XXVI Nr. XXIX Nr. XXV 
| Korper- Koérper- K6rper- K6érper- 
Datum | gewicht Datum _ gewicht Datum | gewicht | Datum | gewicht 
- . 8 & 
Oo. 1. ft 2a iB. Lt SA 9.1. | 8,2 9. I. | 8,0 
hy Re Oe ee S| a> tae 1. Y Te oe ee ae A 
ae Pe eRe ‘Pe SE ee 13..1..5°:73 13.5} Sl 
Ws ds |. te ob. 42 to 1. | 6,7 Ded. | CD 
7.2. | Oe a1; } 7H 7.1. |- 65 17. I. | 6,9 a 
18.1. | 6,9 20.1. | 65 18.1. | 647 _— | 18.1. | 7,15 |-a 
19.1. | 66] _ | 21-1 | 634-2) 191 | 60-2] 19.1) 69 (5 
20.1. | 62(-% | 22.1. | 66 >] 20.1. | 5,5 7 W.. i. } 6,2 
a1.4,:4: 63 » 3.1L, O65" 7 H.1.1:64 21.1); — 
22. Es} 6,2 2.1.) 64 22.1. | 5,4 — — 
23.1. | 6,1 25.1. | 63 23.1.) os - 
24.1. | 58 26.1. | 6,0 24.1. | 5,4 ~- a 
25.1. | 5,7 28. 1.:| 5,9 26.3. 4: 5.1 
26.1. | 5,8 29. 1..; 5,7 26.1. | 4,9 _ - 
28.1. | 5,7 31.3) $2 28. I. ~- - 
29.1. | 5,6 — — 29.1.) — ~ 
a. | BS — - Bie a _— - 


Wenn man dem Filtrat ammoniakalische Silbernitratlésung vorsichtig 
hinzufiigt, so entsteht ein flockiger Niederschlag. Diesen ]ést man in 
verdiinnter Schwefelsiure und fallt mittels Schwefelwasserstoffs (oder 
Salzsiiure) das Silber heraus. Nach der Einengung der fast neutralen 











Tabelle IV. 
Miuse gefiittert mit Reis und organ. Substanz, welche 
extrakt gewonnen. 








Nr. VI 
K6orper- 
Datum | gewicht 
o 
17.1. | 9,0 
18.1. | 88 
19.1. | 90 
20.1. | 89 
21. I. 8,9 
22.1. | 8,5 
23.1. | 84 
24. I. 8.0 
25. I. 7,5 
%.I. | 7,3 
2 ae 1,2 
29.1. | 6,7 
31.1. | 64) <4 
LI. | 65 | = 
2.11. | 6,2; 
3.11. | 62 | so 
4: Tht 82/6 











Nr. XXIX 
KOorper- 
Datum gewicht 
} g 
9.I. | 10,5 
i Re 2 10,8 
13.1. | 10.8 
15. I. 9,9 
7.4 10,7 
18. [. | 108 
19. I. 9,2 
20. I. 9.5 
21.1. | 88) 
2.1. | 8914 
23.1 8.9 >R 
24.1. | 86] sx 
25. I. 8176 
26. I. 
ous» | — 


aus Reiskleien- 
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Lésung gieBt man die zehnfache Menge ihres Volumens absoluten 
Alkohol hinzu, wodurch sich ein Niederschlag bildet, der mit der Zentri- 
fuge gesammelt wird. Man wischt ihn zuerst mit absolutem Alkohol 
und dann mit Ather, trocknet im Exsiccator und erhilt ein grauweiBes 
Pulver. Von diesem geniigen 5—6 mg, um eine antineuritische Wir- 


kung bei Hiihnern, die an Polyneuritis leiden, 
g ; 


hervorzurufen. 


Aus 


4kg Reiskleie kann man 0,3—0,5 kg von diesem Pulver darstellen. (Wenn 
man nach der Hydrolisierung der Reiskleie die Isolierung vornimmt, so 
entsteht Histidin aus dem Eiwei8, wodurch die Trennung des Histidins 
vom Vitamin B sich viel schwieriger gestaltet.) 


Tabelle V. 


Miuse gefiittert mit Reis und Purinbasen. 

















Nr. XXXIV Nr. XLVII Nr. XLVIII Nr. XLVI 
Korper- Korper- Korper- | Kérper- 
Datum | gewicht | Datum gewicht | Datum | gewicht | Datum | gewicht 
| g g g “ 
2% i 8! SEE 39 2. I. | 8,0 13. II. | 11,9 
5. II. | 8,2 5. 1.) 8,1 5.11.) 81 16. II. | 11,8 
7. Ge F te Tah. t ee 7. | & 19. If. | 10,1 
9. He tO +2 9: Hi.) 832 © 9. I. | 8&3 33, EL | 142 
12.1. 66 2 712.11 65 = MT RT og te TE | FZ 
14. 11. 66 = | 14. 4 Bote 14. IL | 69: 3 (24. 10. | 11,7 
16. U., 65 & 16.0) — 5 716.0 | 69) S ]25. 11. | 11,2 
- a — | —*™ 1/19. IL | 63-2 |26. 11 | 109 
20. Il. | 6,07 = 28. IL. | 106) = 
; oo _" 1.1L, 10.3} 4 
| — —- jo 2.111.| 9,774 
ar —- | -— 3.11.) 9,6) °5 
{- - a 4.0. 953 
; — 5. IIL. —- 
Tabelle VI. 
Miuse gefiittert mit Reis und Cholin. 
Nr. LIX Nr. LX Nr. LXVI 
K6rper- Korper- K6orper- 
Datum gewicht Datum gewicht Datum gewicht 
g g K 
1 EL TVA 24.1f. | 16,9 24. II. 2,3 
21.0. | 10,6 26.11. | 17.6 29. LI. 2.8 
23.11. | 11,4 SE I i2 28. II. 2.3 
24.11. | 11,0 i ee | ae. | 3) 
26. 1. | 10,9 5. I. | 17,0 5. Il. | 10.6 
28.11. | 10,8 7. III. | 15,9 Tl.) &.. . 
1. III. | 10,0 9. III. | 15,1) .¢ | S&T bs 
3.1I. | 99 10. II. | 13,3 @1ieim. | 16f.2 
4.10. | 96] — | 13.001. | 13,3) 6 | 14. U1. saa 
5. UI. | 8,7 p= — — 
7.00. | 84{« 
9.1. | 8oF~ — 
10. Ill. | 7,0 - ~-- 
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Zusammenfassung. 

1. Der Reiskleienextrakt enthilt vor der Hydrolyse folgende Be- 
standteile: Purinbasen (Adenin, Hypoxanthin usw.), Aminosiuren 
(Arginin, Lysin und andere freie Aminosiuren, aber kein Histidin und 
Tryptophan sind nicht nachweisbar); Cholin ist vorhanden, Betaine 
fehlen. AuBerdem enthilt er noch Zuckerarten, wie Glucose und Laevu- 
lose und organische Substanzen. 

22. Vitamin B hat folgende chemische Eigenschaften: 

a) Nicht fallbar durch Bleiessig aus saurer Lésung. 

2b) Vollstindig fallbar durch Phosphorwolframsiure aus schwefel- 
oder salzsaurer Lésung. 

ce) Fallbar durch Silbernitratlésung nebst Baryt bei neutraler 
oder schwach alkalischer Reaktion. 

d) Fallbar durch ammoniakalische Silbernitratlésung, jedoch im 
Uberschu8 von Ammoniak wieder léslich. Wie im Fall ¢ wird das Aus- 
fallen durch die reduzierenden Substanzen gehindert. 


e) Fallbar durch Gerb- und Pikrinsiiuren. Das Pikrat ist in Alkohol 
und heiBem Wasser léslich. Ein Teil fallt durch Sublimat, jedoch durch 
Gold-, Platinchlorid und Pikrolonsaure nicht. 

f) Biuret-, Schmidtsche-, Millonsche-, Weidelsche-, Xanthin-, Mu- 
rexid- sowie Diazoreaktionen sind alle negativ; wahrend die Folin- 
Mc Collum-Denische Harnsiiurereaktion schwach positiv ist. Diese 
scheint aber nicht die Reaktion des Vitamins B selbst zu sein. 

g) Im neutralen Zustand ist Vitamin B im Alkohol von iiber 80°, 
nicht léslich, aber leicht léslich in saurem Alkohol und Wasser. 


h) Vitamin B ist antineuritisch und gleichzeitig wachstumsférdernd. 
Falls man gréBere Mengen benutzt, als es notwendig ist, die antineuri- 
tische Wirkung hervorzurufen, oder tiglich eine bestimmte Menge ver- 
wendet, so kann man die wachstumsférdernde Wirkung gut beobachten. 
Der Grund dafiir ist, wie Funk sagt, ,,Vitamines act as tonus regulators 
throughout the whole body, stimulating the secretions of saliva, gastric 
juice, bile, and pancreatic juice; the action being apparently exerted 
through the para-Sympathetic terminals“. 

_ i) Vitamin B ist stark absorbierbar, besonders wird es gierig von 
der Tierkohle und Metallsulfiden absorbiert. 

j) Vitamin B ist dialysierbar. 


An dieser Stelle méchte ich Herrn Prof. H. Hayashi und Dr. T. Ko- 
moto, die mir unermiidlich mit Rat und Tat beigestanden haben, und 
Herrn Prof. M. Nagayo fiir ihre liebenswiirdige Hilfe herzlichst danken. 
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Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Chlorophyll- 
zersetzung durch das Licht. 


Von 


L. A. Iwanoff. 
(Aus dem Botanischen Kabinett des Forstinstituts in Petersburg.) 
(Eingegangen am 14. April 1922.) 


Eine Eigentiimlichkeit der photochemischen Reaktionen ist, wie 
bekannt, ihre geringe Abhingigkeit von der Temperatur. Der Tem- 
peraturkoeffizient, durch den diese Abhingigkeit bezeichnet wird, 
schwankt bei ihnen in den Grenzen 1—1,2, indem derselbe bei den 
Dunkelreaktionen bis zu 2—3 steigt. Nur die Reaktion der CO,-Zer- 
setzung bei der Photosynthese ist eine der wenigen Ausnahmen von 
dieser Regel. Der Temperaturkoeffizient dieser Reaktion innerhalb 
0—30° schwankt wie bei den Dunkelreaktionen von 2,4—1,8. Da in 
der physiologischen Literatur wiederholt der Gedanke geiuBert wurde, 
daB das Chlorophyll in dieser komplizierten Reaktion durch seine 
Zersetzung unter dem EinfluB des Lichtes teilnimmt, so ware es inter- 
essant festzustellen, wie groB der Temperaturkoeffizient dieser leicht 
in vitro méglichen Reaktion ist. Ob ihr die Eigenschaft zugeschrieben 
werden kann, durch welche der ganze ProzeB der Photosynthese sich 
von den anderen photochemischen Reaktionen unterscheidet ? Ohne eine 
endgiiltige Lésung dieser Frage zu erbringen, méchte ich in dieser Ab- 
handlung nur einige hierher beziigliche Angaben, die beiliufig bei meiner 
Arbeit iiber ein anderes Thema erhalten wurden, mitteilen. Die Zer- 
setzung des Chlorophylls wurde in den Terpentin-) und Alkoholextrakten 
aus frischen Blattern von Aspidistra, sowie in durch Chlorophyll ge- 
fiirbtem Kollodium beobachtet. Die optische Konzentration des Chloro- 
phylls war in allen Versuchen derart, da8 ihr Extinktionskoeffizient 
um eins schwankte. Schmale Probiergliser, welche 3 ccm der Lésung 
enthielten, wurden in groBe wassergefiillte GlasgefaiBe vertikal gestellt, 
in welchen, durch ZugieBen von heiBem Wasser oder durch Zufiigen 
von Eis unter bestaindigem Riihren waihrend des Versuches die Tem- 





1) Der Terpentin wirkt stark beschleunigend auf die Chlorophyllzersetzung. 
S. Reinke, Botan. Ztg. 43. 1885. 
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peratur gegen 5—6° oder 40° gehalten wurde. Die mit Kollodium 
bezogenen und durch Chlorophyll gefarbten Objektgliser, die zur Halfte 
mit Stanniol bedeckt waren, befanden sich in den flachen Probierglasern, 
welche in die obénerwahnten groBen Gefaibe gestellt wurden. Die Probier- 
glaser wurden in Entfernung von 30 cm von einer 3000 m-Kerzenlampe 
,,Nitra‘‘ beleuchtet. Nach Beendigung des Versuches wurden die Lé- 
sungen und Objektgliser mit Kollodiumschichten mit dem Spektro- 
photometer Griinbaums und Martens auf die Wellenlinge von 665 uu 
gepriift. Die Zersetzung wird nach folgender Formel berechnet 


, wo C die anfangliche Chlorophyllkonzen- 


c _ log tga, — log tg? ay 
tration, AC die Abnahme des Chlorophylls bei der Zersetzung, Winkel a, 
Drehungswinkel der Nicols bei gleicher Intensitét des Feldes ohne 
Lésung, a, derselbe Winkel fiir die Kontrollésung (evtl. fiir die ver- 
dunkelte Halfte der Objektglaser), a, derselbe Winkel fiir die Versuchs- 
lésung (evtl. fiir die beleuchtete Halfte der Objektglaser) bedeutet. 
AC AC 
Nachdem das Verhaltnis C ‘zu C * fiir die entsprechenden Tempera- 

LY “2 
turen ¢, und ft, gefunden, berechnete ich die GréBe des Temperatur- 
koeffizienten nach der Formel: 

i; 
K, + 10 _7/ac, at tea Cz 
K, |C,—AC,° 


Die Resultate sind in folgender Tabelle I angegeben. 


Tabelle I. 





ic K,+10 
Insolationsdauer t°Cc Cc” RK; 





Chlorophyll in Terpentinlésung. 





30 Minuten {© .> | 208 (14 O36 
li 38 0,234 f 1.040 
60 fs} 5 | O610 ios ° 
. 40 0,710 (f° 
Chlorophyll in Alkohollésung. 
30 Minuten j > 0,200 | 1,053 
\) 40 0,240 f 1.065 
60 {| 40 | ogg |p horas 
" — 40 0396 f° 
Chlorophyll in Kollodium. 
‘ | § \ 
45 Minuten | 40 on 1,074 
J 5 0,19 j Led 
30 | ao | 038 ha | 1,094 
7 j 5 0,19 € 
aon 1 40 026 f 1,093 
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Die angegebenen Zahlen beweisen, daB die Zersetzung des gelésten 
Chlorophylls bei den verschiedenen Oxydationsbedingungen wie die 
anderen photochemischen Reaktionen einen sehr niedrigen Temperatur- 
koeffizient hat und folglich im Gegensatz zur Photosynthese wenig 
von der Temperatur abhangig ist. Jedoch bei dem Vergleiche der Zahlen 
kann man sehen, daB ihre GréBe nicht ganz konstant bleibt, und 
zwar ist sie im Kollodium merkbar héher als im Alkohol oder im 
Terpentin. Bei weiteren Versuchen ergab es sich, daB eine noch gréBere 
Steigerung in dem Chlorophyll mit welchem Papier impragniert war, 
stattfand. 











- Tabelle II. 
“‘Insolationszeit in Ent- | Ablesung 

fernung 40cem von der) ¢° ¢ Insoliertes Papier des 
, Nitra*-Lampe | ; Photometers 

60 Minuten . Chlorsilberpapier ,,Solio“ . 

2 R { - Chlorsilberpapier nach Eder { ~ 

5 . Bromsilberpapier nach Eder 1 be 

215 \ 6 |\ Bromsilberpapier nach Eder unter f 19 

" 36 | f rotem Lichtfilter \ 20 

60 fi 15 Bromsilberpapier nach Eder unter { 12 

i) @. rotem Lichtfilter 12 

15 ji 18 } Vorbelichtetes Bromsilberpapier 25 

Li 39 unter rotem Lichtfilter | 27 

14 26 

See { no \ dgl. \ Fe 

P 15 | \ 20 

5 { 40 dgl. { | 2] 

6 i 2 

5 i { 40S dgl. { | 26 

. f 9 it , 19 

5 1 32 |f - { . - 


Diese Vergr6Berung des t-Koeffizienten wurde zuerst in den Versuchen 
mit dem durch Chlorophyll sensibilisierten Chlor- und Bromsilberpapier 
beobachtet. Das nach Eders Methode angefertigte Papier wurde mit 
einer alkoholischen Chlorophyllésung sensibilisiert und dann in einem 
Papierskalenphotometer .bei verschiedenen Temperaturen vor der 
,,Nitra‘‘-Lampe insoliert. Nach der Insolation wurden die Skalengrade 
notiert, bei welcher sich die Wirkung des Lichtes durch das Schwarzen 
des Papiers geiuBert hatte. Zum Vergleiche sind in der Tabelle II die 
mit nichtsensibilisierten Chlor-Bromsilberpapier und Skalenphotometer 
ausgefiihrten Versuche angegeben. 


Wir sehen, daB der Temperatureinflu8 auf die Zersetzung der Chlor- 
Bromsilbersalze, entsprechend dem kleinen Temperaturkoeffizienten 
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dieser photochemischen Reaktion sich nur durch Differenz von 1 —2 Ska- 
lengraden des Photometers fiir das Intervall von 20—30° kundgibt. 

Das durch Vorbeleuchtung fiir die gelben und roten Strahlen emp- 
findlich gemachte Papier zeigt dieselbe Beziehung zur Temperatur. 
Aber auf dem mit Chlorophyll sensibilisierten Silberpapier und auf direkt 
mit Chlorophyll gefarbtem Papier steigt die Temperaturwirkung be- 
deutend, wie es die Zahlen der Tabelle III zeigen. 


Tabelle Il. 











insolationszeit und Ent-. " Ablesung 

fernung von der °C Insoliertes Papier des 

»Nitra*-Lampe Photometers 
; a ji ll | 27 
10 Minuten (30 em) \; 46 | Mit Chlorophyll sensibilisiertes Brom- 32 
5 (30 cm) j 5 |( silberpapier unter rotem Lichtfilter 21 
” " 1. 45 27 
4 (40 cm) j 5 |\ Mit Chlorophyll sensibilisiertes Brom- 17 
” Ul a if silberpapier ohne Lichtfilter 20 
3 hs (40 em) 20) dgl. { a 
2 wm) Ji 14 20 
6 » cm)4] 39 Mit Chlorophyll gefirbtes Papier 30 
5 hne. Lichtfi 7 7 
15 ¥ (40 cm) : | ohne Lichtfilter ‘a 


Es ist klar, daB der Temperaturkoeffizient der Zersetzung des Chloro- 
phylls auf Papier bedeutend gréBer als in den Lésungen ist und diese 
Steigerung bei Sensibilisation sich auf die Zersetzung der Silbersalze 
iibertrigt, zugleich steigt auch ihr Temperaturkoeffizient, wodurch 
nochmals bewiesen wird, da der optische Sensibilisator zugleich auch der 
chemische Sensibilisator ist. Um genauer zu bestimmen, wie groB der 
Temperaturkoeffizient der Chlorophylizersetzung auf Papier ist, habe 
ich aus dem mit Chlorophyll gleichmafig gefarbten Filtrierpapier gleiche 
Streifen ausgeschnitten und eine von ihnen der Insolation, die andere 
der Dunkelheit unterworfen, und nachher jeden einzeln in Probierglaser 
mit 3cem Alkohol eingetaucht. Nach 12stiindigem Aufenthalt im 
Dunkeln wurden die gefirbten Lésungen dem Photometrieren in dem 
Spektrophotometer unterworfen. Die Kontrollbestimmung zeigte, dab 
auf diese Weise aus gleichen Streifen Lésungen mit einer gleichen, in 
den Fehlergrenzen des Photometrierens liegenden Menge von Chlorophyll 
erhalten wurden. 

Bei der Insolation wihrend 45 Minuten in der Entfernung von 30 cm 
vor der ,,Nitra“-Lampe wurden bei 5°—22,2°% im Vergleich zu den sich 
im Dunkeln befindenden Kontrollstreifen und bei 40°—33,3°, erhalten, 
woraus sich der Temperaturkoeffizient gleich 1,255, d. h. bedeutend 
hoher, als bei der Chlorophylizersetzung in den Terpentin- und Alkohol- 
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lésungen berechnen laBt. Also bleibt der Temperaturkoeffizient der 
Chlorophylizersetzung nicht konstant, und zwar ist derselbe im Kollo- 
dium hoher als in der Alkohol- oder Terpentinlésung und noch bedeutend 
hoher in dem Papier, worin das Chlorophyll nach der Verdunstung des 
fliissigen Lésungsmittels sich in der Art einer kérnigen, amorphen mit 
fetten Extraktionsstoffen gemischten Masse auf den Papierfasern 
niederschligt. 

In bezug darauf kann man erwarten, das bei den weiteren Unter- 
suchungen des in Fett und Ol] gelésten, sowie auch kolloidalen und in 
den verschiedenen Absorbenten absorbierten Chlorophylls noch héhere 
Koeffizienten beobachtet werden diirften, die dem Temperaturkoef- 
fizient der Photosynthese noch niaherstehen. 











Stickstoffbestimmung im Liquor cerebrospinalis mittels Bangs 
Mikrokjeldahimethode. 


Von 
P. A. Hoefer und Julie Mannheim. 


(Aus der ILL. Medizinischen Klinik der Universitit Berlin.) 
(Eingegangen am 15, April 1922.) 


Die bisher gebraiuchlichen Methoden zur Eiwei®Bbestimmung im 
g : 
‘T- 


Liquor cerebrospinalis, von denen einige exakte Bestimmungen 
méglichen, haben den Nachteil, daB sie gréBere Liquormengen erfor- 
dern als haufig zur Verfiigung stehen. Es fehlte bisher an einer Methode, 
die bei Verwendung kleinster Materialmengen genaue Werte zu liefern 
imstande ist, an einer sicheren, leicht auszufiihrenden Mikromethode. 

Wir haben deshalb die von Ivar Bang fiir N-Bestimmungen im Blute 
angegebene Mikrokjeldahlmethode fiir Liquoruntersuchungen herange- 
zogen, wobei wir nur dort unwesentliche Abweichungen von der Original- 
methode einfiihrten, wo sie durch den im Verhialtnis zum Blutserum we- 
sentlich geringeren Eiweib- baw. N-Gehalt des Liquors notwendig wurden. 

Der EiweiBgehalt des Blutserums betragt iiber 7°,, der des normalen 
Liquors nach verschiedenen Autoren im Durchschnitt etwa 0,025°,. 

Wihrend fiir die Bestimmung des Gesamtstickstoffes und Eiweib- 
stickstoffes im Blute nach Bang etwa 20—30 mg Blut geniigen und fiir 
die Bestimmung des Reststickstoffes 100 mg, muBten wir fiir die Be- 
stimmungen im Liquor erheblich mehr Fliissigkeit verwenden. 

Beim Vergleich zwischen mehreren Bestimmungen des Gesamt-N 
im Liquor fanden wir, daB wir nur dann untereinander tibereinstimmende 
Resultate erhielten, wenn wir mindestens 0,3—0,5 cem (am besten 0,5 
cem) Liquor verarbeiteten. 

Hieraus ergab sich eine Notwendigkeit zur Abweichung von der 
Originalmethode, da wir die Torsionswage, die nur einen MeBbereich 
bis 500 mg hat, nicht mehr benutzen konnten und die von Bang ange- 
gebenen Papierplittchen soviel Fliissigkeit nicht aufsaugen kénnen. 

Diese Schwierigkeit lieBe sich zwar durch Verwendung mehrerer 
Papierplittchen beseitigen, doch wiirde dadurch einmal der Fehler, der 
sich aus evtl. an den Plittchen haftenden Spuren von Ammoniak 
ergibt, gesteigert werden, und dann machte die gréBere Papiermenge 
10 
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ein gréBeres Schwefelsiiurequantum und eine lingere Verbrennungs- 
dauer erforderlich. 

Wir haben deshalb von der Verwendung der Torsionswage fiir die 
Bestimmung des Gesamtstickstoffes im Liquor abgesehen und die zu 
veraschende Liquormenge mit genauen Pipetten abgemessen. 

Es darf nur blutfreier Liquor verarbeitet werden, da, auch nach 
Entfernung der Blutkérperchen, durch die Vermischung mit dem Plas- 
ma der N-Gehalt des Liquor geandert wird. Aber auch der blutfreie 
Liquor wurde jedesmal vor der Verbrennung durch starkes Zentrifu- 
gieren zellfrei gemacht, da der bei verschiedenen Erkrankungen des 
Zentralnervensystems verschieden grofe Gehalt an Zellen den N-Ge- 
halt des Liquors beeinflussen muBte. Es wurde also nur der N-Ge- 
halt des reinen Liquor bestimmt, unabhingig von den Schwankungen 
welche die Beimischung zelliger Bestandteile zur Folge haben muB, und 
die nach den Untersuchungen von Weinberg u.a. auch bei normalen 
Fallen in den verschiedenen Portionen des Liquor auftreten sollen. 

Der Liquor wurde méglichst frisch verarbeitet, um die Fehlerquellen 
auszuschlieBen, die sich aus der Verdunstung oder bakteriellen Ver- 
unreinigung ergeben. Bis zur Verbrennung wurde er in gut verschlosse- 
nen Glisern unter Thymolzusatz im Frigo aufbewahrt. 

Das Prinzip der Methode!) besteht darin, daB der nach Behandlung 
des Liquors mit Schwefelsiure und einem Katalysator gebildete Am- 
moniak durch heiBen Wasserdampf in die Vorlage iibergefiihrt und der 
Siureverlust jodometrisch bestimmt wird. 

Die N-Bestimmung im Liquor nach der Bangschen Methode dauert 
nur wenige Minuten und gibt trotz Verwendung geringer Material- 
mengen genaue Werte. Bei der verwendeten Apparatur wird ein Ver- 
Just an N sicher vermieden, weil die zwecks Freimachung des Am- 
moniaks zugefiigte Natronlauge in ein schon geschlossenes System ein- 
gefiihrt wird. Auch ist die jodometrische Bestimmung genauer als die 
acidimetrische. Bang gibt die Genauigkeit auf 0,002—0,003 mg an. Bei 
uns waren die Differenzen zwischen den einzelnen Bestinmungen etwas 
gréBer, bis zu 0,01 mg. 

Da aber immer mehrere Parallelbestimmungen ausgefiihrt wurden, 
um von ihnen den Mittelwert zu nehmen, so wird dieser immerhin ge- 
nau genug. 

Mit dieser Methode wurden etwa hundert Liquoren untersucht. 

Als normal wurden diejenigen Liquoren angesehen, wo weder anam- 
nestisch noch klinisch oder serologisch-mikroskopisch ein pathologi- 
scher Befund vorlag. 


1) Genaue Beschreibung der Methode zur Bestimmung von Gesamteiweib, 
Globulin usw. und Apparatur bei J. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung. 
Bergmann 1920. 
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Einen kurzen Uberblick iiber die erzielten Resultate geben die in der 
nachfolgenden Tabelle aufgefiihrten Werte fiir den Gesamtstickstoff. 





Gesamt-N 


Gruppe Diagnose des Einsenders Pandy Wak. pro Mille 
1. Normale Li- Magenbeschwerden 0,198 
quoren Myokarditis Q),220 
Neuropathie 0.211 

Cephalea 0.216 

Il. Nicht-lueti- Labyrinthreizung (Ohroperation) 0.1687 
scheErkran- Meningitis tuberkul. initial 0.1768 
kungen Dieselbe, vorveschritten O.3899 
Multiple Sklerose 0.1995 

“ 0.2625 

Kneephalit. letharg. 0.2593 

Tumor cerebri 0,245 

cerebelli O.3458 

II]. Luetische a) Lues latens 0,191 
lirkran- os 0,272 
kungen b) Aortit. Inet. 0,247 
Aneurysma aortae 0,263 

: 0.324 

¢) Lues III 0.2515 

é 0.369 

d) Lues cerebri 0.216 

oe 0.310 

e) Tabes (Wassermann negativ) 0.190 

0.224 

0.3187 

ac 0.3934 

Tabes (Wassermann positiv) 0,2497 

0,2597 

0.297 

0,309 

0.3454 

0,350 


In den Tabellen sind auBer den héheren N-Werten auch immer die 
niedrigsten von uns gefundenen Werte eingetragen. 

Der héchste bei normalen Liquoren gefundene Wert war 0,220 p. M., 
der Durchschnitt 0,19—0,2, der niedrigste Wert war der von 0,17 bei 
».Labyrinthreizung”, vgl. Tabelle II. 

Auch bei Erkrankungen des Zentralnervensystems fanden sich ver- 
einzelt niedere N-Werte, in der bei normalen Liquoren gefundenen 
Breite. 

Daf die Stiirke der WaR. und der Globulinreaktion nicht mit der 
Vermehrung des Gesamt-N parallel zu gehen braucht, zeigt die Tabelle 
Ile. 

Aber es ist wohl kein Zufall, daB wir bei Wassermann-positiver Tabes 
nie so niedrige Werte fanden wie bei Tabes-Liquoren mit negativer WaR, 
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Erzielung der zweiten und dritten Vergiirungsform mit 
Saccharomyces Saké, Zygosaccharomyces major und Zygo- 
saccharomyces salsus. 


Von 
H. Kumagawa (Tokio). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Mdrz 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Man verdankt Neuberg mit Farber und Reinfurth sowie Neuberg 
und Hirsch nebst Ursum (1916—1920) die Feststellung an, daB unter 
dem Kinflusse bestimmter alkalisch reagierender Stoffe — wie der 
sekundiren Alkalisulfite und anderer basischer Kérper — Abartungen 
der alkoholischen Garung erfolgen. Bei der Umsetzung giirfihiger Zucker 
in Gegenwart schwefligsaurer Salze treten bedeutende Mengen Acet- 
aldehyd und Glycerin, und zwar in molekularer Proportion auf. Der 
Zerfall der Hexosen vollzieht sich dabei gemaB der Gleichung: 


C,H,,0, = CO, + CH, + CHO + C,H,0,. 


Diese Form der Umsetzung haben Newberg und Reinfurth im Gegensatz 
zur gewohnlichen Girung, die Kohlendioxyd und Weingeist liefert, 
die zweite Vergiirungsform genannt. Die iibrigen alkalisch reagierenden 
Verbindungen anorganischer und organischer Natur rufen eine neue 
Verinderung des Giarungsverlaufs hervor. Hierbei entsteht nur voriiber- 
gehend Acetaldehyd, und in den Garerzeugnissen finden sich die Dis- 
mutationsprodukte des Acetaldehyds, naimlich Essigsiure und Athyl- 
alkohol. Diese als dritte Vergirungsform bezeichnete Art der Zucker- 
spaltung vollzieht sich in ihren stéchiometrischen Verhaltnissen gemaiB 
folgender Formulierung: 
2 C,H,,0, + H,O = CH,- COOH + C,H,OH + 2 CO, + 2 C;H,O,. 


Die skizzierten Ergebnisse haben Neuberg und seine Mitarbeiter mit 
deutschen Hefen gewonnen, und zwar mit obergirigen Sorten wie mit 
untergirigen Rassen. Sie haben ausgefiihrt, warum keine Abanderung 
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des Giirungsverlaufs nach der zweiten oder dritten Vergirungsform 
zu 100°, bislang zu erzielen war; denn einerseits machen sich unver- 
kennbar Dissoziationsvorgange') geltend, und andererseits ist es unmoég- 
lich, einen Uberschu8 der erwahnten Alkalisatoren in geniigender Kon- 
zentration ohne Schaden fiir die Hefen den Maischen zuzusetzen. Aber 
immerhin gelangten Newberg und Reinfurth?) zu jener Acetaldehyd- 
Glycerin-Spaltung des Zuckers in einer Ausbeute von schlieBlich 74,2°,, 
der theoretischen Méglichkeit, und Neuberg und Ursum konnten die dritte 
Vergirungsform in Gegenwart von Ammoniumcarbonat bis zu einem 
Umfange von 41,3°,, und bei Kaliumphosphat zu 30,5°%, herbeifiihren. 

Es war nun der Versuch von Interesse, mit anderen Heferassen 
zu arbeiten und folgendes zu priifen: 

a) Wirken ausldindische Hefesorten wie beispielsweise die in der 
Uberschrift genannten japanischen Rassen ebenso wie die deutschen Hefen ? 

b) Gelingt es, mit diesen andersartigen Erregern jene Abartungen des 
Gdrungsvorgangs unter dem EinfluB der genannten Hilfsmittel noch weiter 
zu treiben? 

Beide Fragen sind zu bejahen. 

Die japanischen Hefen verhalten sich den deutschen vollkommen ent- 
sprechend. Eine derselben, niimlich die Saké-Hefe, vertragt mehr Sulfit. 
Daher ist es — in Bestitigung der von Neuberg und Reinfurth gegebenen 
Begriindungen — gelungen, die Ausbeuten noch weiter zu steigern. Sie 
erstrecken sich jetzt bis 19,65°,, Acetaldehyd und 39,18°, Glycerin 
fiir 100 g Hexose; die entstehende Alkoholmenge belauft sich in 
diesem Falle nur noch auf 10,12°, (gegen rund 50°, der Norm!). Die 
Gesamtumsetzung des Zuckers betriigt 98,28°, der angewendeten 
Menge, und die zweite Vergirungsform ist nun zu 80,25° verwirklicht 
worden. 

Zu bemerken ist noch, daB alle diese sowie die nachstehend beschrie- 
benen Versuche mit absoluten Reinzuchthefen unter Bedingungen aus- 
gefiihrt worden sind, die eine nachtriigliche Infektion ausschlossen. 

Damit ist von neuem bewiesen, dap die Acetaldehyd-Glycerin-S paltung 
als eine selbstindige Form der Zuckerzerlegung anzusehen ist und dap sie 
in ganz besonders hohem Umfange eintreten kann. Sollte man eine Hefe 
finden, die noch starkere Zusiitze von sekundirem schwefligsaurem Salz 
vertrigt, so wird man wohl die zweite Vergirungsform sogar in einem 
Ausmafe von praktisch 100°, zu erreichen imstande sein. 

Weiterhin wurden analoge Experimente mit dem Zygosaccharomyces 
salsus sowie dem Zygosaccharomyces major vorgenommen. Es sind dies 
zwei Hefen, welche aus der Soja-Sauce geziichtet und an den 


1) Die Sulfite lagern sich an den Acetaldehyd zu den bekannten zerlegbaren 
Additionsverbindungen an, 
2) C. Neuberg und E. Reinfurth, B. 5%, 1696. 1919. 
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Girungsvorgiingen stark beteiligt sind, die sich bei der Erzeugung 
jenes Genubmittels abspielen. Man hatte erwarten kénnen, daB gerade 
diese Hefearten auch bei starken Mineraistoffzugaben — bekanntlich 
geschieht die Herstellung der Soja-Sauce in Gegenwart von viel Koch- 
salz —— besonderes leisten wiirden. Die Voraussetzung hat sich jedoch 
nicht erfiillt, indem beide Zygosaccharomyceten hinter der Sakéhefe in 
ihrem Wirkungsgrade zuriickblieben; es liegt dies allem Anschein nach 
daran, daB die zuckervergiirende Kraft der beiden Zygosaccharomyceten 
an sich viel schwiicher ausgebildet ist als die von Sakéhefe. 

Uber die in der erwihnten Richtung gewonnenen Resultate geben die 
nachfolgend erwihnten Versuchsprotokolle sowie die graphische Dar- 
stellung der Befunde mit Sakéhefe Auskunft. 

Weiter ist alsdann die japanische Sakéhefe hinsichtlich ihrer Eignung 
zur Erzielung der dritten Vergdrungsform herangezogen worden. (Die beiden 
anderen Erreger wurden wegen ihrer erwihnten geringen Vergirungs- 
kraft nicht eingehender geprift.) Die Untersuchung wurde auf die Um- 
setzung des Zuckers in Gegenwart sowohl von Ammoniumbicarbonat 
als: von Dikaliumphosphat beschrankt. Die Resultate waren — das 
weisen die nachstehenden Versuchsprotokolle aus — etwa die gleichen 
wie mit den deutschen Hefen. Nur fiir Kaliumphosphat gelangte ich 
zu etwas héheren Werten, und zwar ebenfalls wegen gréBerer Toleranz 
des japanischen Pilzes gegeniiber diesem Salz. 

Hervorheben méchte ich, daB die Vergdrung durch Sakcéhefe in 
Gegenwart von Dikaliumphosphat eine Verminderung der normalen Al- 
koholausbeute, aber dafiir eine betrdchtliche Bildung von Essigstiure und 
Glycerin nach sich zog'). Mir scheint dieses Ergebnis insofern von 
Wichtigkeit, als im Gegensatz zu manchen anderen Annahmen die 
Zuckerumsetzung in Gegenwart von Kaliumphosphat gar nicht den 
normalen Verlauf nimmt, sondern dieses Salz genau wie andere 
Mineralstoffe basischen Charakters die Vollziehung der dritten Ver- 
girungsform bewerkstelligt. Die Alkoholausbeute sinkt erheblich, 
unter entsprechendem Anwachsen von Essigsiiture und Glycerin. Es 
erscheint also der Zweifel berechtigt, ob Vergiirungen in Gegenwart 
von Phosphat iiberhaupt den gewéhnlichen Typus der einfachen alko- 
holischen Zuckerspaltung wiedergeben. 


Belege. 

Fiir die analytische Ermittlung der Reaktionsprodukte, wie sie bei 
der zweiten und dritten Vergirungsform auftreten, habe ich mich stets 
der von Neuberg und seinen Mitarbeitern ausgearbeiteten Methodik 
bedient und verfuhr wie folgt: 

1) Vol. hierzu bereits C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 318. 1919. 

C'. Neuberg, diese Zeitschr. 103, 333, 1920, — C.Neuberg und W,Ursum, diese Zeitschr, 
110, 198, 1920, 
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A. Quantitative Bestimmung des Acetaldehyds im Girgut nach dem Destil- 
lations-Titrations-Verfahren'). 

Im Gargut findet sich der abgefangene Acetaldehyd nicht frei vor, sonderi 
in Form des Aldehyd-Sulfit-Komplexes. Er kann nicht ohne weiteres quantitativ 
aus dieser Verbindung abdestilliert werden, sondern es ist erforderlich, die Aldehyd- 
Sulfit-Verbindung vorher chemisch zu zerlegen. Man fiigt zum Gargut eine dem 
angewandten Sulfit entsprechende Menge Chlorbariumlésung, nachdem zuvor 
die Fliissigkeiten stark abgekiihlt waren. Sofort fallt das Bariumsulfit (neben 
BaSO,) aus und wird durch ein trockenes Filter abgetrennt. Die Filtration muf 
im Eisschrank vorgenommen werden wegen der beginnenden Dissoziation des 
aldehyd-schwefligsauren Salzes. Das Filtrat wird der Destillation mit Wasserdampf 
unterworfen unter Zusatz von CaCO, (?/, vom Gewicht des urspriinglich angewen- 
deten Zuckers); der kohlensaure Kalk bewirkt vollstandige Zerlegung des Schweflig- 
siiure-esters, ohne den Aldehyd anzugreifen. Dieser geht mit dem Wasserdampf 
in eine Vorlage iiber, die mit 20 cem 50 proz. reinem, aldehydfreiem Alkohol beschickt 
ist und mit Eis umgeben wird; zur Sicherheit schlieBt man an sie noch eine ebenso 
hergerichtete Vorlage an. Die abdestillierende aldehydhaltige Fliissigkeit mul sehi 
kalt gehalten werden, am besten durch ein Metallkiihlersystem. Nach einer Destil- 
lationszeit von etwa 20 Minuten priift man dann an der Verbindungsstelle von 
Kiihlerrohr mit der ersten Vorlage durch Auffangen von 2 ccm Destillat an Hand 
der Nitroprussidnatriumprobe, ob aller Acetaldehyd abgetrieben ist. Das ist in 
der Regel nach dieser Zeit der Fall. Die Destillation wird abgebrochen und det 
Inhalt der beiden Vorlagen quantitativ in einen MeBzylinder mit Stopfen gespiilt. 
In einem aliquoten Teil wird nunmehr der Acetaldehyd jodometrisch ermittelt. 


B. Alkoholbestimmung. 

Die Gegenwart der betrachtlichen Aldehydmenge im Gargut erfordert eine 
Alkohol-Bestimmungsmethode, die sich nicht auf eine einfache Destillation und 
anschlieBende Anreicherung des Destillates beschranken darf. Denn mit den 
Alkohol und Wasserdimpfen verfliichtigt sich auch Acetaldehyd und muB aus dem 
Destillat entfernt werden. Neuberg und Hirsch haben festgestellt, daB iiber- 
schiissiges m-Phenylendiamin-chlorhydrat selbst gréBere Mengen Acetaldehyd 
vollstandig bindet. Der fiir die Aldehyd-Beseitigung erforderliche Uberschub 
an m-Phenylendiamin-chlorhydrat wird so bemessen, daf er etwa die 3fache 
Gewichtsmenge der salzsauren Base auf einen Teil maximal vorhandenen Aldehyds 
betragt. (Der Aldehydgehalt des Giarguts ist durch die voraufgegangene, be- 
sonders vorgenommene Aldehydanalyse bereits bekannt.) Die Ausfiihrung der 
Alkoholbestimmung gestaltet sich sehr bequem derart, da zuniachst aus einem Teil 
des vorliegenden Garguts */, des Volumens abdestilliert werden und das Destillat 
dann mit der erforderlichen Menge des HCl-Diamins in der Kalte versetzt 
wird. Nach 1/,stiindigem Stehen wird darauf die Fliissigkeit eine Stunde lang am 
EnergieriickfluBkiihler gekocht und nachher daraus der Alkohol unter ausreichendet 
Kiihlung in eine Vorlage getrieben. Sollte das Ubergegangene etwas triibe aus- 
sehen, so wird es bei der folgenden Destillation mit wenig Knochenkohle zusammen 
abdestilliert. Man mu darauf achten, daB die Destillate neutral reagieren; sollten 
sie schwach alkalisch oder sauer sein, so behebt man das damit, daf} man bei den 
fortlaufenden anreichernden Destillationen, je nach Bedarf, mit wenig H,SO, 
oder NaOH zusammen abdestilliert. Man verfahrt bei der Destillation stets so, 
daB man 2/, des Volumens aus dem Destillationskolben iibertreibt. In dem End- 
destillat wird sodann pyknometrisch der Alkoholgehalt festgestellt. 


1) C, Neuberg und EF. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 390 u. ff. 1918. 
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C. Die Glycerinbestimmung 
erfolgt am exaktesten nach der Isopropyljodid-Methode. Hierbei kénnen orga- 
nische und mineralische Beimengungen, namentlich Schwefelverbindungen, erheb- 
lich stéren. Man mu deshalb eine Reinigung einschalten, beziiglich deren Aus- 
fiihrung auf die genauen Vorschriften von Neuberg und Reinfurth (1. c.) verwiesen sei. 


Experimentelle Daten. 
A. Vergiirungen nach der 2. Vergiirungsform. 
I. Versuche mit Saccharomyces Saké. 

a) Die sterile Lésung von 60g Rohrzucker in 300 ccm H,O wurde 
mit 6g rein geziichteter Sakéhefe, 0,6g Ammoniumsulfat, 0,1 g Dinatrium- 
phosphat, sowie mit Spuren Magnesiumsulfat, Calciumchlorid nebst 
Kaliumchlorid versetzt und in den Brutschrank bei 35° gerade bis zur 
beginnenden lebhaften Garung gestellt. Alsdann wurde die 30 g wasser- 
freiem Na,SO, entsprechende Menge!) von analysiertem, wasserhaltigem 
Dinatriumsulfit, die in ca. 300 cem keimfreiem Wasser gelést waren, 
dazugegeben und nach tiichtigem Umschiitteln das Gargut erneut in 
den Brutschrank gebracht. Das Gemisch wurde tiglich mehrmals auf- 
geriihrt. Um die Girung zu beschleunigen, wurden nach 3 Tagen wei- 
tere 6 g Sakéhefe zugefiigt; das Girgut blieb noch 2 Tage lang im Brut- 
schrank. Alsdann war aller Zucker verschwunden. 

Die Gesamtmenge des Girguts machte 600 ccm aus; in je 150 ccm 
wurde die Acetaldehyd-, Alkohol- und Glycerinbestimmung vorgenommen. 

Die <Acetaldehyd-Analyse ergab 2,31 g Acetaldehyd = 14,62°, der 
zugrunde liegenden Hexosen. 

Bei der Alkoholbestimmung wurden 2,92 g = 18,48°, (auf Mono- 
saccharide bezogen) ermittelt. 

An Glycerin wurden 4,475 g = 28,33°%, gefunden. 

Aus der Summe von Acetaldehyd, Alkohol und Glycerin, die sich 
auf 61,43°,, beliuft, errechnet?) sich die Kohlensiuremenge (gemaiB den 
Gleichungen fiir die zweite und erste Vergirungsform) zu 32,29°%, , so daB 
die Gesamtsumme der Zuckerumsetzungsprodukte 93,72°%, ausmacht. 
Die restlichen 6,28°(, sind auf das Konto nicht vermeidlicher Ver- 
suchsfehler bzw. anderweitigen Zuckerverbrauches zu setzen. 

b) Angewendet wurden 60g Rohrzucker, 6g Sakéhefe, 0,6 g Am- 
moniumsulfat, 0,1 g Dinatriumphosphat, Spuren Magnesiumsulfat, 
Calciumchlorid und Kaliumchlorid in 300 cem Wasser. Die Ausfiihrung 
des Versuchs war die gleiche wie im vorher beschriebenen Ansatz. Nur 
wurden diesmal nach demAngiiren 45 g Natriumsulfit, in 300 com Wasser 
gelést, dazugetan ; das Gemisch wurde wieder in den Brutschrank gestellt. 

1) Das gleiche gilt auch fiir alle folgenden Versuche. 

*) Tatsachliche Bestimmungen von CO,, die wegen der gleichzeitigen An- 
wesenheit von NaHCO, und schwefligsaurem Salz umstandlich sind, haben friiher 
Neuberg, Hirsch und Reinfurth (diese Zeitschr. 105, 307. 1920) ausgefiihrt. 
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Nach 3 Tagen habe ich weitere 6 g der Hefe zugesetzt und nach Verlauf 
von abermals 2 Tagen das Gargut zu den Analysen verwendet. 





Gefunden wurden fiir 15 g Rohrzucker 15.8 g Hexosen: 
2,54 g Acetaldehyd . 16,08°,, ') 
£33.. Aikohol. ... 16,01 ,, 
5,29,, Glycerin . . . = 33,48,, 
Aus diesen ... . 65,57% 
31,39,, CO, 
ergaben sich .. . 96,96°,, Garungsprodukte. 


c) Die Mengenverhiltnisse waren die gleichen wie bei a), nur dab 
statt 30g sek. Natriumsulfit 60g in Anwendung gebracht wurden. 
Nach 2tagiger Digestion im Brutschrank wurden erneut 6 g der Spezial- 
hefe hinzugefiigt. 

Die Untersuchung wies fiir 150 cem Gargut nach weiteren 5 Tagen aus: 


2,67g¢ Acetaldehyd .... 16,89°,, 
Oe i ee es eS 14,11 ,, 
GAG ;, Greeti 5c ewes 34,17 ., 





Aus der Gesamtsumme von  65,17°% 
30,38 ,, CO, 


ne ee ae “3.55, U msetzungsprodukte. 
d) Versuchsanordnung wie zu a), i h statt 30 g sek. schwefligsaurem 
Salz 75g. Am 2. und 5. Tage wurden noch 6g Hefe hinzugetan. Nach 
Verlauf weiterer 5 Tage wurden fiir 15 g angewendeten Rohrzucker 
(= 15,8 g Hexosen) ermittelt: 


2,80g Acetaldehyd . . 17,72% 

1,95 g Alkohol ... . 12,34,, 

5,67 g Glycerin... 35,88 ,, 
65,94°, 


29,52,, CO, 
= 95,469, Gesamtumsetzungsprodukte. 
e) 60g Rohrzucker, 6 g Sakéhefe, 0.4 g Ammoniumsulfat, 0,15 g 
Natriumphosphat, je 2 Tropfen Magnesiumsulfat- und Calciumchlorid- 
lésung sowie eine Spur Kaliumchlorid befanden sich in 300 cem H,O. 
Sofort nach Eintritt der Girung wurden 90 g Natriumsulfit, in 300 cem 
H,O, hinzugefiigt. In Abstainden von je 5 Tagen wurde noch 3mal 
je 6 g Sakéhefe nachgegeben. Nach insgesamt 20 Tagen wurden die ver- 
schiedenen Bestimmungen ausgefiihrt. 
Sie lieferten fiir je 150 cem Girgut: 
3,10 g Acetaldehyd . 19,65°%, 
1,60,, Alkohol. . . . 10,12 ,, 
6,19,, Glycerin ... 39,18 ,, 
4. 29,33,, CO, 
insgesamt ..... 98,28°, Reaktionsprodukte. 
1) Die Prozentzahlen beziehen sich hier und im folgenden auf die Menge 
der zugrunde liegenden Hexosen. 
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Hier ist, wie S. 149 schon hervorgehoben, die Umsetzung nach der 
zweiten Vergirungsform zu 80,3°, bzw. 80,2°, berechnet aus der ge- 
fundenen Menge Acetaldehyd oder Athylalkohol, erzwungen worden. Die 
Ubereinstimmung ist vorziiglich. Sie folgt niimlich aus den Daten fiir 2 
ganz ungleich entstehende und verschieden ermittelte Produkte; weniger 
zuverlaissig erscheint eine Beziehung auf Glycerin, da dessen Analyse 
leicht mit Verlusten verbunden ist. Angenommen wird der Durchschnitts- 
wert 80.25%. 

Il. Versuche mit Zygosaccharomyceten. 
x) Zygosaccharomyces major. 

a) 45¢ Rohrzucker, 0,45 g Ammoniumsulfat, 0,23 g Natriumphosphat, 
Spuren Magnesiumsulfat, Calciumchlorid und Kaliumchlorid wurden 
in 225 cem Wasser gelést. Nach Beginn der Girung, die mit 4,5 g des 
Erregers eingeleitet war, wurden unverziiglich 22,5 g¢ Natriumsulfit in 
225 ccm Wasser dem Gargut zugefiigt. Nach 5 Tagen wurden weitere 4,5 g 
Saccharomyces major und nach nochmals 5 Tagen erneut 2,5 g des 
Pilzes hinzugegeben. Die Garung ging sehr langsam vor sich. Nach einem 
Monat war noch viel unvergorener Zucker im Gargut enthalten, doch wurde 
jetzt die Bestimmung der typischen Garungsprodukte vorgenommen. 


Berechnet auf 15 g Rohrzucker = 15,8 g Hexose wurden gefunden: 
0,33 g Acetaldehyd . . . = 2,09% 
0,69 g Glycerin... .. 4,38 ,, 


b) Wegen der maiBigen Ausbeuten, die der vorige, mit Rohrzucker 
ausgefiihrte Versuch geliefert hatte, wurden diesmal 45 g Traubenzucker 
verwendet ; die Menge der gewohnlichen Salze nebst Hefe war die gleiche 
wie vorher, nur kamen statt 22,5 g Natriumsulfit 33,75 g in Anwendung. 
Nach 5tiagigem Stehen wurden von neuem 2,25 g Zygosaccharomyces 
major und nach weiteren 4 Tagen eben so viel vom selben Erreger 
zugesetzt. Nachdem 9 Tage verstrichen waren, wurde die Bestimmung 
des Acetaldehyds sowie Glycerins ausgefiihrt. Es wurden auf 15 g 
Traubenzucker erhalten: 

1,76 g Acetaldehyd. . . 11,74°, 
3,56 g Glycerin .... > ay 

Aus dem Riickstande von der Dampfdestillation, der bei der Er- 
mittlung des Acetaldehydgehaltes iibrigblieb, wurde die unvergorene 
Glucose nach der Zuckerbestimmungsmethode von Pavy- Kumagawa-Suto 
angenahert ermittelt. Danach waren von 45g Hexose noch 7,86 g 

17,47°,, vorhanden. 


PB) Zygosaccharomyces salsus. 


60 g Rohrzucker, 6g Zygosaccharomyces salsus nebst den Salzen 
in 300 cem H,O. Zugabe von 30 g Na,SO, in 300 com H,O. Temperatur 
28°. Nach jeweils 5 Tagen wurde Hefe nachgegeben und zwar die beiden 
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ersten Male 6g, spater 4g Zygosaccharomyces salsus. Nach 20 Tagen 
wurde zur Bestimmung der Garungsprodukte geschritten, obschon 
nicht aller Zucker umgesetzt war. Es di, 
wurden auf 15,8 g  urspriinglich — vor- 
handenem Invertzucker erhalten: 





35 | 
0,58 g Acetaldehyd. . . 3,67% 
1,29 .; Alkohol Pe se a 8,16,, 30| 
be pC CRVOOMB a si 8,66 ,, 


B. Vergiirungen nach der 3. Vergirungsform, 

a) Das Girgemisch hatte ein Volumen 
von 400 cem, enthaltend 40 ¢ Rohrzucker, 
20 ¢ Sakéhefe, 0,2 g Dikaliumphosphat und 
24.¢ Ammoniumbicarbonat (Ammoniakge- 
halt 21,5°,); es wurde 3 Tage bei 35° im 


3 





Brutschrank belassen. Der Zucker war bei- 


frtrag an Umsetzungsprodukten in % 


nahe verbraucht ; die Fehling sche und Osi sche 
Probe ergaben, auch nach Entfernung von 
Sa) 5S 
NH., ein mibig positives Resultat. Die Be- 
3? r 
stimmungen des Essigsiiture- und des Gly- 


50 75 100 125 150 


ceringehaltes habe ich nach den Vorschriften Gehalt an sekundarem schwefigsaurem 


von Neuberg und Hirsch ausgefiihrt. alz in % 
N ° . " i 5 = a = Graphische Ubersicht itiher die Aus- 
Folgende Mengen wurden fiir L0Ocem  joiten an sean True enle 
Girgut erhalten: Vergiirungsform und iiber die Ab- 
- ence nan hingigkeit der Ertrage vom Gehalt 
0,54 g Essigsiiure al 5,12 0 an sekundiérem schwetligsauren Salz. 
14, Gayoomm ws. 15,57 ,, 


b) Zur Anwendung gelangten in 400 cem Maische 40 ¢ Rohrzucker, 
40 ¢ Sakéhefe, 0.4 g Ammoniumsulfat, 104,8 g Dikaliumphosphat 
(Lésung =1,5 m) und je 4 Tropfen Magnesiumsulfat- und Calcium- 
chloridlésung. Nach 3 Tagen wurden dann gefunden fiir 100 cem Gar- 


gut, anfangs enthaltend 10,53 g Hexose: 


0,61 g¢ Essigsiure .. . 5,78%, 
1,82:,, Giyoerm. . . . . 17,30 ,, 


In diesem Phosphat-ansatz gliickte eine Erzielung der dritlen Ver- 
gdrungsart zu 33,8 baw. 34,7°%. 


Zusammenfassung. 

Die japanischen Hefen Saccharomyces Saké, Zygosaccharomyces 
major und Zygosaccharomyces salsus sind imstande, genau wie die 
deutschen Hefen die Umsetzung des Zuckers nach der zweiten und 
dritten Vergirungsform herbeizufiihren. 

Der besonders wiederstandsfihige Erreger Saccharomyces Sake ver- 
triigt eine héhere Zugabe von sekundirem schwefligsauren Natrium 


als die friiher gepriiften deutschen Rassen. Demgemiild ist ent- 
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sprechend den von Neuberg und Reinfurth gemachten Beobachtungen 
und daraus von ihnen gezogenen SchluBfolgerungen — der Umfang, in 
dem die Acetaldehyd-Glycerin-Spaltung des Zuckers eintritt, besonders 
grob. Die erzielten Ausbeuten betragen bis 19,65°,, an Acetaldehyd und 
39,18°,, an Glycerin, wihrend der Alkoholertrag auf 10,12°,, zuriickging. 
Der Zucker wurde auch unter diesen extremen Bedingungen vollstindig 
verbraucht; 98,28°/, desselben sind in Form der erwahnten Reaktions- 
produkte sowie des noch hinzutretenden Kohlendioxyds wiedergefunden. 
80,25°/, der Theorie sind nach der zweiten Vergdrungsform umgesetzt. 

Die beiden gepriiften japanischen Zygosaccharomyceten erwiesen 
sich als den deutschen Kulturhefen nicht tiberlegen in bezug auf die 
Kihigkeit, die zweite Vergiirungsform zu vollziehen. Es liegt dies 
daran, daB die beiden Zygosaccharomyceten an sich nur schwach 
Zucker spalteten und viel davon unangegriffen lie Ben 

Was die Verwirklichung der dritten Vergdrungsform anlangt, so 
erwies sich der Saccharomyces Saké gleich den deutschen Hefen dazu 
befiihigt. Der Umfang, in dem die Zerlegung des Zuckers in Essigsaure 
und Glycerin erfolgte, war teilweise auch etwas gréBer, da mehr 
Alkalisator zur Anwendung kommen konnte. 

















Uber die Zerlegung des meso-Inosits und Glycerins nach Art 
der wahren Zucker durch den Bacillus lactis aerogenes. 
Von 
H. Kumagawa (Tokio). 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1922.) 


Friither hat man den natiirlichen Jnosit wegen seiner Bruttozusammen- 
setzung C,H,,0, den Zuckerarten an die Seite gestellt, obgleich schon 
lange seine Zugehérigkeit zur hydroaromatischen Reihe bekannt ist. 
Inosit ist ein cyclischer Kérper und hat die Konstitution eines optisch 
inaktiven Hexaoxy-hexa-hydrobenzols, eine Anschauung, die vor nicht 
allzu langer Zeit durch eine wichtige Synthese dieser Inositform vom 
Hexaoxybenzol aus bestitigt werden konnte !). 

Immerhin lassen Formel und Struktur die Méglichkeit offen, dab 
in der Natur der Inosit aus den Hexosen durch einen einfachen Ring- 
schluB (intramolekulare Aldolbildung) und nicht auf kompliziertem 
Wege aus Benzolderivaten hervorgeht, und es fehlt auch nicht an 
Reaktionen, die den Inosit mit den wahren Zuckerarten verkniipfen. 
Im Jahre 1908 zeigte Neuberg?), da man mit rein chemischer Methodik 
aus Inosit Furfurol erhalten kann, das als ein typisches Spaltungs- 
produkt der gewoéhnlichen Kohlenhydrate seit jeher gilt. Auch bio- 
chemische Beziehungen sind bekannt. So haben Hilger®) und Vohl*) 
angegeben, da’ bei der Fiulnis des Inosits Milchsiure sowie Propion- 
siure und Buttersiure auftreten, und Paul Mayer®) konnte bei der 
Verfiitterung von Inosit neben unverindertem Ausgangsmaterial aus 
dem Harn d, I- Milchsdure isolieren. Uber die Beziehungen zum Zucker- 
stoffwechsel geben bedeutsame neue Experimente von Greenwald und 
WeiB*) Auskunft, die beim Phlorizindiabetes des Hundes im Jahre 1917 
einen bemerkenswerten Ubergang von Inosit in Traubenzucker sicherge- 

1) H. Wieland und R. S. Wishart, B. 4%, 2082. 1914. 

2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 9, 551. 1908. 

3) Hilger, Ann. 160, 333. 1871. 

4) H. Vohl, B. 9, 984. 1876. 

5) P. Mayer, diese Zeitschr. 9, 533. 1908. 

8) J. Greenwald und M. L. Weif, Journ. of biol. chem. 31, 1. 1917. 
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stellt haben, wahrend trither Emhden, Kalberlah und Engel') mit einfachem 
MuskelpreBsaft keine Milchsiurebildung aus Inosit haben erzielen kénnen. 

Die alten Untersuchungen iiber die Fiulnis des Inosits sind mit 
Mischkulturen und Erregern unbekannter Natur ausgefiihrt gewesen. Ich 
verwendete fiir meine Versuche den Bacillus lactis aerogenes und lieb 
diesen Mikroorganismus in Inositlésungen wachsen, die auBer Mineral- 
stoffen als Stickstoffquelle teils Ammoniumsulfat, teils Pepton enthielten. 
Um gleichzeitig zu erkunden, ob der Abbau des Inosits tiber die nunmehr 
durch die Arbeiten Neubergs und seiner Schule ergriindete Stufe des 
Acetaldehyds?) vor sich geht, habe ich meine Experimente derartig 
angeordnet, daB sie Abfangversuche darstellen. Dabei bediente ich mich 
des neutralen Calcitumsulfits, das Neuberg, Nord und Wolff?) bei der 
Spaltung der Glucose ebenfalls durch Bacillus lactis aerogenes mit 
Erfolg benutzt haben. Da es mir nur darauf ankam, in den Mechanismus 
des Inositabbaus einen Einblick zu tun, habe ich nicht auf alle méglichen 
Reaktionsprodukte geachtet, sondern mich auf Behandlung der Frage 
beschriinkt, ob — auBer den entwickelten Gasen — Acetaldehyd, Milch- 
siiure und Bernsteinsiiure in Erscheinung treten. Aus den nachfolgenden 
Versuchsprotokollen geht hervor, daB dies ausnahmslos der Fall gewesen 
ist. Der Abbau der Cyclose Inosit vollzieht sich unter der Einwirkung des 
Bacillus lactis aerogenes grundsdtzlich also dhnlich wie der von Zuckern 
mit offener Kette. 

Wiahrend der Niederschrift meiner Arbeit erhielt ich Kenntnis von einer 

beachtenswerten Mitteilung von J. A. Hewitt und D. B. Steabben*). Diese 
Autoren haben noch Ameisensiiure, Alkohol und Essigsiure gefunden, aber 
den Acetaldehyd nicht angetroffen. Gerade das Auftreten des letzteren 
scheint mir aber von besonderer Bedeutung hinsichtlich der Frage 
nach dem Mechanismus des Inositabbaus; und wenn von den englischen 
Autoren Alkohol und Essigsiiure ermittelt worden sind, so darf man 
gerade diese Koérper aus intermediiir gebildetem Acetaldehyd gema’ 
allen neueren Erfahrungen®) herleiten. Da ich den Acetaldehyd niemals 
vermiBt habe und ihn in meinen Ansiitzen sogar in ziemlichen 
Mengen isolieren konnte, fiihre ich auf Differenzen in der Kultur zuriick. 
Es ist niimlich bekannt, daB es nicht nur Variationen des Bacillus lactis 
aerogenes gibt, sondern daf sich die Stiéimme auch in ihrer Empfind- 
1) G. Embden, Fr. Kalberlah und H. Engel, diese Zeitschr. 45, 58. 1912. 
2) C. Neuberg und E. Farber, diese Zeitschr. 78, 238. 1916; C. Newberg und 
E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365. 1918 und folgende Jahre. Vergl. auch 
W. H. Peterson und E. B. Freds interessante Ergebnisse mit den Pentosen vor 
girenden Bakterien, Journ. of biolog. Chem. 44, 29. 1920. 

3) C, Neuberg, F. F. Nord und E. Wolff, diese Zeitschr. 112, 144. 1920. 

4) J. A. Hewitt und D. B. Steabben, Biochem. Journ. 15, 665. 1921. 

5) Vgl. C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 100, 304. 1919; C. Neuberg 
und W. Ursum, diese Zeitschr. 110, 193. 1920. 
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lichkeit gegen Zusiitze unterscheiden, namentlich aber weil man, dab 
lingere Zeit im Laboraterium iiberimpfte Erreger sich anders als 
frisch geziichtete Kleinlebewesen verhalten. 

Wiihrend der Inosit als cin sechswertiger Alkohol zu betrachten ist, 
liegt in dem wichtigen Naturprodukt Glycerin ein dreiwertiger Alkohol 
vor. Da man annehmen mu, dab unter natiirlichen Bedingungen der 
Bacillus lactis aerogenes auch mit dem Glycerin in Beriihrung kommt, 
habe ich dessen Umsetzung gleichfalls gepriift und mich vergewissert, 
daB die Reaktionsprodukte in qualitativer Hinsicht die gleichen sind; 
denn es traten ebenfalls Milchsiiure, Bernsteinsiiure und nicht unbedeu- 
tende Mengen Acetaldehyd auf, sobald man als Abfangmittel fiir den 
letzteren neutrales Calciumsulfit zugefiigt hatte. 

Die Giite und Eignung der Kultur, die von Herrn Prof. Picker stammte, 
habe ich in allen Fallen durch das Verhalten des Erregers gegeniiber 
Traubenzucker kontrolliert, wobei ich die Ergebnisse von Neuberg, Nord 
und Wolff!) bestitigen kann. Die Einzelheiten sowie die befolgte 
Arbeitsweise schildere ich in der nachstehenden Auswahl der Versuche. 


A. Ansiitze mit Inosit. 
Versuch a. 

Ein steriler Garkolben von 400 ccm wurde mit einer Lésung von 
2.0 g Inosit, 10g Pepton (Witte), 0,5 g Kochsalz und 1,0 g Calcium- 
carbonat in 100 cem Wasser beschickt und mit 4¢ frisch bereitetem 
Calciumsulfit (50°, Gehalt an CaSO,) versetzt. Sodann wurde der 
Kolben an 3 aufeinanderfolgenden Tagen im Kochschen Dampftopf 
je 30 Minuten lang sterilisiert, darauf das Gemisch mittels einer Platindse 
mit dem Bacillus lactis aerogenes beimpft und im Brutschrank bei 37 
belassen. Das Gemenge wurde tiiglich mehrmals gut durchgeschiittelt. 
Nach einigen Stunden schon trat Gasentwicklung ein. Nach 2 Tagen 
konnte mikroskopisch in einigen Tropfen lebhaftes Wachstum des 
Bacillus festgestellt werden; die Nitroprussidnatrium-reaktion fiel mit 
leem Lésung positiv aus. Nach abermals 2 Tagen war die Acet- 
aldehydreaktion noch stirker, auch das Vorhandensein von Milchsiure 
lieB sich nachweisen. Nach Ablauf von 12 Tagen hérte die Gasentwick- 
lung auf, und eine Probe auf Inosit nach Scherer und Salkowski lehrte, daB 
aller Inosit umgesetzt war. Das Girgut wurde nunmehr quantitativ 
auf Acetaldehyd nach dem Verfahren von Newberg und Reinfurth (l. ¢.) 
analysiert. Es ergab sich insgesamt ein Gehalt von 0,128 g Acetaldehyd 
= 6,4°, (berechnet auf die angewendete Inositmenge). 

Der nach der Acetaldehyd-destillation verbleibende Riickstand wurde 
konzentriert, filtriert, mit Schwefelsiure angesiuert und 2 Tage lang mit 
Ather extrahiert. In dem ersten sirupésen Atherauszug (ungefiihr 0.4 g) 
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zeigte die Reaktion von Hopkins und Fletcher ein Vorhandensein von 
Milchsiure an. Nach einiger Zeit schieden sich Kristalle ab, die auf 
Ton abgepreBt und mit wenig kaltem Wasser gewaschen wurden. Mit 
dieser rein weiBben Substanz fiel die Probe auf Bernsteinsiure nach der 
Methode von Neuberg') positiv aus. 

Versuch b. 

Zur Kontrolle setzte ich auch einen Versuch ohne Inosit an, der 
unter den gleichen Bedingungen wie der vorige ausgefiihrt wurde. 
Kine Bildung von Acetaldehyd war jedoch nicht erweislich. 

Versuch c. 

In 100 cem Wasser waren enthalten 2 g Inosit, 1 g Pepton (Witte), 
2 g Calciumcarbonat und 4 g Calciumsulfit. Die Verhaltnisse waren sonst 
ebenso wie bei Versuch a. Nach einer Woche offenbarte eine Priifung 
ziemliche Mengen an Acetaldehyd und Milchsiure, obgleich noch nicht 
aller Inosit vergoren war. Trotzdem wurden 50 ccm des Girgutes auf- 
gearbeitet. Gefunden wurden jetzt 0,062 g Acetaldehyd = 6,20%. Nach 
abermals einer Woche wurde der Rest (40 ccm) verarbeitet. Der Acet- 
aldehydgehalt belief sich nur noch auf 0,040 g = 5,00%. 


Versuch d. 

Hier wurde das Pepton durch eine anorganische Nahrlésung ersetzt. 
Zur Anwendung gelangten auf 100ccm 2g Inosit, 1 g Ammonium- 
sulfat, 0,2 g Dikaliumphosphat, 0,02 g Magnesiumsulfat, 2,0 g Calcium- 
carbonat sowie 4g Calciumsulfit. Nach 7 Tagen wurde die Acetaldehyd- 
bestimmung in 50cem vorgenommen. Ermittelt wurden 0,0499 g 
= 4,99%. 

Nach einer weiteren Woche wurden in dem Rest (40 cem) 0,0353 g 
= 4,41°%, Acetaldehyd festgestellt. 

B. Ansiitze mit Glycerin. 
Versuch e. 

200 ccm enthielten z.B. 4,0 g Glycerin, 2 g Ammoniumsulfat, 0,4 g 
Dikaliumphosphat, 0,04 g Magnesiumsulfat, 4 g Calciumearbonat und 
8g Calciumsulfit. Die nach 5 Tagen ausgefiihrte Acetaldehydanalyse 
ergab in 50 ccm Gargut 0,0496 g Acetaldehyd = 4,96%. 


(. Vergleichsversuch mit Glucose. 
Versuch f. 

Die 200 ccm betragende Fliissigkeit hatte folgende Zusammensetzung : 
4g Traubenzucker, 2 g Ammoniumsulfat, 0,4 g Dikaliumphosphat, 
0,04 g Magnesiumsulfat, 4g Calciumcarbonat und 8 g schwefligsaures 
Calcium. Nach 5 Tagen erfolgte die Acetaldehydbestimmung; sie 
lieferte 0,0475 g Acetaldehyd in 50 cem = 4,75%. 

1) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 574. 1900. 





























Zur Kenntnis der Phosphatasen. 
I, Mitteilung. 
Saccharo-phosphatase. 


Von 
M. Tomita. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1922.) 


In den letzten Jahren hat man eine erhéhte Aufmerksamkeit den 
organischen Phosphorsiureabkémmlingen zugewendet, insbesondere den 
esterartigen Verbindungen der Zuckerarten mit Phosphorsdure. Das 
Interesse, das man an diesen Substanzen nimmt, geht im wesentlichen 
auf folgende Beobachtungen zuriick: 


Im Jahre 1905 entdeckte der russische Pflanzenphysiologe L. Iwanoff, daB 
Hefenpriiparate, wie Dauerhefen und Hefensifte, imstande sind, zugefiigtes 
anorganisches Phosphat primares oder sekundiares Alkaliphosphat mit 
Zucker zu verestern. Der anfangs fiir Triose-monophosphorsiure (/wanoff, vgl. 
auch H. v. Kuler und A. Fodor) gehaltene, dann von Lebedew als Hexose-mono- 
phosphorséiure angesprochene Kérper ist in seiner richtigen Zusammensetzung 
von Harden und Young sowie von Neuberg, Farber, Levite und Schwenk erkannt 
worden. Nach den iibereinstimmenden Befunden der englischen wie deutschen 
Forscher liegt Fructes >-diphosphorsiure vor. Die von Harden und Young angenom- 
mene zwangsliufige Beteiligung der Hexose-diphosphorsiure am_ eigentlichen 
Garakt ist noch ungewif. Denn es ist u. a. auffallend, da Hexose-diphosphat 
zwar von Hefesiaften, aber nicht von ungeschadigten normalen Zellen vergoren wird, 
und ferner hat Neuberg gezeigt, daB es unzweifelhaft Hefen gibt, die vergiren, ohne 
zu phosphorylieren; diese Befunde haben sodann Svanberg nebst Euler bestatigt. Ein 
weiterer Gesichtspunkt fiir die Bedeutung der Zuckerphosphorsiéure-Verbindungen 
ist der, daB nach den Angaben von Embden und seinen Mitarbeitern in der Musku- 
latur eine Verbindung vorkommt, die vielleicht mit dem Zymo-diphosphat identisch 
oder nahe verwandt ist, indem sie dasselbe komplizierte Phenylhydrazinderivat, 
das Phenylhydrazinsalz des Hexose-phosphorsiure-osazons, liefert; die erwahnten 
Autoren lassen es offen, ob das sogenannte Lactacidogen neben der Kohlenhydrat- 
phosphorsaure-Verbindung noch einen anderen Bestandteil enthalt. Man muf 
auch in Betracht ziehen, daB auBer Fructose-diphosphorsiure die entsprechenden 
Derivate der Glucose, Mannose und amidierten Zucker das selbe Osazon liefern 
wiirden, ebenso wie die zugehérigen Monophosphorsaureester. Ein Gleiches gilt 
fiir das Mono- und Diphosphat des Enols, das nach den vor bereits 22 Jahren 
ausgefiihrten Untersuchungen von Wohl und Neuberg den drei girenden Hexosen 
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gemeinsam ist und dem neuerdings von manchen Seiten auch eine physiologische 
Bedeutung, allerdings mehr aus theoretischen Spekulationen als auf Grund tatsich- 
licher Feststeliungen, fiir die Vorgange im Tierkérper zugeschrieben wird. 

Weiter muB man sich vergegenwiartigen, da} auch andere Verbindungen der 
Phosphorsiure mit Zuckerarten oder nahestehenden Substanzen in der Natur 
vorkommen und eine wichtige Rolle spielen. Erinnert sei an die Glycerinphosphor- 
siiure, das Skelett des Lecithins und seiner Verwandten, und an die Pentosephosphor- 
siure, den Grundstock der Nucleinsiuren. Hinzu tritt das Phytin, das allerdings 
als Poly-phosphorséureester der Cyclose Inosit zu betrachten ist (Newberg). In 
den weniger bekannten Gehirn- und in Organ-Lipoiden kommen ebenfalls 
Kohlenhydrat-phosphorsiure-ester, zum Teil Galaktose-phosphorsiiure-Verbin- 
dungen, vor, und Frankel hat mit Kafka vor kiirzerer Zeit auch einen Abkémm- 
ling der Glucosaminphosphorsiure in der Hirnsubstanz beobachtet. 

Die Fiahigkeit und das Bestreben der Organismen, Phosphorsiiure- 
ester in ihrem Stoffwechsel zu bilden bzw. zu verwerten, tritt auch 
zutage, wenn man das Schicksal der phosphorhaltigen EiweiBkorper, 
der Phosphorproteine, betrachtet. 


Die bei der peptischen Verdauung zunachst entstehenden phosphorsiure- 
haltigen Albumosen und Polypeptid-phosphorsiuren, ferner die auf chemischem 
Wege kiinstlich phosphorylierten EiweiBkérper sowie ihre Albumosen und 
Peptone spalten unter dem EinfluB von proteolytischen Fermenten den zu- 
nichst organisch gebundenen Phosphorséure-rest wieder ab (Newberg und Oerte/). 

In allen den genannten Fallen wird man Phosphatasen anzunehmen 
haben, d. h. Fermente, deren Aufgabe es ist, in organischer Kniipfung 
vorhandene Phosphorsiure in Freiheit’ zu setzen. Uber die fermen- 
tative Natur dieses Vorgangs, der sich im Zellstoffwechsel ersichtlich 
volizieht, liegen bisher nur verhiltnismabig sparliche Untersuchungen vor. 


Beziiglich p/flanzlicher Phosphatasen ist hauptsiachlich folgendes bekannt. 
Hefenzubereitungen, die Zymophosphat erzeugen, enthalten nach Harden und 
Young auch ein diesen Koérper spaltendes Ferment, die Hexosen-diphos phatase. 
C. Neuberg und L. Karczag') fanden eine Glycero- phosphatase, die glycerinphos- 
phorsaure Salze zerlegt, in den Saccharomyceten auf. Falk nebst Sigiura*) beobach- 
teten ein solches Agens in dem Enzymgemisch der Ricinuslipase. A. Nemec?) tat 
die allgemeine Verbreitung der Glycero-phosphatase in den Samenorganismen dar. 
In den Hefepilzen haben C. Neuberg und K. Djenab*) die Saccharo-phos phatase 
(s, unten) entdeckt; deren groBbe Verbreitung in den Vegetabilien gezeigt zu 
haben, ist das Verdienst von A. Nemec und F, Duchon'). 

Animalische Phosphatasen sind z. B. in den komplexen Fermenten zugegen, 
die Phosphatide, Phosphorproteine und Nucleoproteide hydrolysieren®). Hine 
Glycero-phosphatase wiesen P. Grosser und J, Husler?) in Tierorganen und deren 

1) O, Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, 1911. 

2) K. G. Falk und K. Sugiura, Ch. C. 1915, I, 1271. 

3) 4. Nemec, diese Zeitschr. 93, 96. 1919. 

4) C, Neuberg und K. Djenab, diese Zeitschr. 82, 391. 1917. 

5) A, Nemec und F. Duchon, diese Zeitschr. 119, 74, 1921. 

6) Auch vegetabilische Fermente, die auf diese Stoffe eingestellt sind, kénnen 
Phosphatasen enthalten. 

7) P. Grosser und J. Husler, diese Zeitschr. 39, 1. 1912. 











Phosphatasen. I. Saccharo-phosphatase. 163 


Extrakten nach; eine Phosphatase ist weiter in den Organsiften anzunehmen, 
die nach H. v. Euler und Y. Funke), nach G. Embden, W. GrieBbach, E. Schmitz 
sowie F. Laquer?) Hexosediphosphat bzw. Lactacidogen (s. vorher) angreifen. 
Beim Abbau von kiinstlich phosphorylierten Produkten der EiweiBreihe mittels 
Verdauungsfermenten, wobei wieder H,PO, frei wird (C. Neuberg und W. Gertel) 
sind gleichfalls Phosphatasen tatig’). 

Meine Untersuchungen hatten den Zweck, die Kenntnis der bisher 
wenig erforschten einfachen Phosphatasen des tierischen Organismus zu 
erweitern, 

Zunachst verwandte ich fiir diese Zwecke eine unzweifelhaft kérper- 
fremde Substanz, die synthetisch nach den Angaben von Neuberg und 
Pollak‘) dargestellte Rohrzucker-mono-phosphorsdure. Diese Verbindung 
wird, wie Neuberg und Djenab (I. ¢.) bereits gezeigt haben, durch ein in 
den Hefen, in obergirigen wie untergirigen Rassen, anwesendes Ferment, 
die Saccharo-phosphatase, unter Loslésung von Phosphorsiiure hydro- 
lysiert und, im Gegensatz zur erwihnten Hexose-di-phosphorsiiure, auch 
von normalen frischen Hefezellen vergoren. Die Abspaltung von H,PO, 
selbst erfolgt verhaltnismabig leicht, indem die Salze der Rohrzucker- 
phosphorsiure sowohl von lebender Hefe als von Hefesaft bei 22—37 
zerlegt wurden. Diese Saccharo-phosphatase der Hefe ist bei neutraler, 
schwach alkalischer oder sehwach essigsaurer Reaktion wirksam 
Verwendet man das Calciumsalz der Rohrzucker-phosphorsiiure, so 
kann man, wie Newberg und Djenab gefunden haben, die Tiitigkeit der 
Phosphatase augenfallig dadurch demonstrieren, da bei hinreichend 
konzentrierten Losungen das in Freiheit gesetzte Calciumphosphat in 
Form einer charakteristischen dicklichen Gallerte auftritt. Wegen 
verschiedener Unterschiede, die zwischen dem Agens obwalten, das 
einerseits unter fast allen Verhaltnissen die Saccharo-mono- phosphate 
spaltet, und dem Agens, das lediglich nach Abtrennung von der frischen 
Hefezelle die Hexose-diphosphate angreift, scheint es vorlaufig berechtigt. 
die Saccharo-phosphatase als ein besonderes Ferment anzusehen und 
es dementsprechend zu bezeichnen. Mit Hilfe der Konstanten, die 
R. Willstatter und H. v. Euler neu eingefiihrt haben, namentlich durch 
Kontrolle des optimalen Wirkungsbereiches, wird man zu entscheiden 
vermégen, inwieweit die zuvor benannten Phosphatasen und das jetzt 
zu behandelnde Enzym ungleich oder identisch sind. 

Es ist nun in hohem Grade bemerkenswert, dal} auch der Tierkdrper 
iiber Saccharo-phosphatase verfiigt. Das Ferment fand sich, wie aus den 


1) H. v. Euler und Y. Funke, H. 7%, 488. 1912. 

*) G. Embden, W. GrieBbach und E. Schmitz, H. 93, 1. 1914/1915; G. Embden, 
W. GrieBbach und F. Laquer, ebenda 8. 124. 

3) C. Neuberg und W. Oertel, diese Zeitschr. 60, 491. 1914. 

4) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515 und 26, 514. 1910; 
Ber. 43, 2060. 1910. 
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nachstehenden Versuchen hervorgeht, in der Niere, in der Leber, in 
der Milz, im Pankreas, in Gehirn und der Muskulatur. Die angegebene 
Reihenfolge gibt zugleich die Starke des Spaltungsvermégens wieder, 
lie fiir die gleiche Gewichtsmenge der genannten Organe konstatiert 
werden konnte. Untersucht habe ich die Organe von Rind, Schwein, 
Kaninchen; weitere Spezies habe ich nicht gepriift. Genau wie bei 
der Saccharo-phosphatase der Hefe handelt es sich bei der Saecharo- 
phosphatase der Tierorgane um ein von den lebenden Zellen abtrennbares 
Enzym. Jedenfalls habe ich aus Niere und Leber Phosphorsiiure ab- 
losende Fermentpriaparate ohne Schwierigkeit erhalten; ich beschrankte 
mich beziiglich der zellfreien Extrakte auf die Verwendung jener beiden 
Oogane. 

Als Substrat habe ich zumeist das rohrzucker-mono-phosphorsaur« 
Natrium benutzt, jedoch habe ich mich iiberzeugt, dali auch das 
lisliche Calciumsalz der gleichen Saure zerlegt wird. Im letzten Falle 
kann man, ganz aihnlich wie bei der Einwirkung von Hefen und Hefe- 
ferment, als auffallende Erscheinung die Abscheidung des durch das 
Enzym in gallertiger Form zutage geférderten Calciumphosphats 
heobachten. 

Da die Saccharo-phosphate in wisseriger Lésung vollkommen 
hestaindig sind, so habe ich, um die Versuchsanordnung nicht zu kom- 
plizieren, die Einwirkung des Fermentes zumeist im natiirlichen Medium, 
ohne Zusatz von Puffern, untersucht, zumal die empfehlenswerten 
Pnosphatgemische im vorliegenden Falle die Ausfiihrung unbequemer 
Differenzbestimmungen erfordert haben wiirden. Ich habe in der Regel 
die Lésung der genannten Salze einfach mit entsprechenden Mengen 
Organbrei oder Organsaft behandelt, und zwar im Brutschrank bei 37 

Nicht untersucht wurde bis jetzt die Frage, ob die Loslésung des Phosphor- 
siure-restes von einer Veranderung des Rohrzuckeranteils begleitet ist. Das kann 
gelegentlich nachgeholt werden. Hier geniige der Hinweis, daB die Saccharo- 
phosphate eben wegen ihrer Spaltbarkeit nach verschiedenen Richtungen noch 
Gegenstand eingehender Priifung sein sollen. 

Fiir die quantitativen Messungen der Phosphatase-Wirkung bediente 
ich mich, um einem Verlust an unléslichem Calciumphosphat vor- 
zubeugen, ausschlieBlich des saccharose-phosphorsauren Natriums. Den 
Digestionsgemischen wurden in bestimmten Zeiten aliquote Mengen 
entnommen. Zur Beseitigung in Lésung gegangenen Eiweibes wurde 
genau 10 Minuten lang im Wasserbad koaguliert und das klare Filtrat 
mit Magnesiamischung in der Kialte gefaillt. Nach 20 Stunden wurde 
das rohe Ammonium-Magnesiumphosphat abfiltriert, ausgewaschen und 


zur Reinigung in salpetersaurer Lésung auf bekannte Weise in das 
Phosphorsiuremolybdat tibergefiihrt. Hierin wurde sodann die H,PO, 
nach der Methode von Neumann ermittelt. Selbstverstiindlich wurden 
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gleichzeitig und unter Innehaltung identischer Bedingungen cer Er- 
wirmung im Wasserbade und der nachherigen Fallung von Phospher- 
siiure in der Kilte folgende Kontrollbestimmungen vorgenommen: 

\) Ermittelung der bei der Autolyse von Organmaterial allein 
auftretenden Phosphorsiiuremenge. 

P) Feststellung der Tatsache, daB eine gleich lange digerierte wiisserige 
Losung von saccharose-phosphorsaurem Natrium ginzlich ungespalten 
bleibt. 

y) Konstatierung des selben Verhaltens auch in Gegenwart von 
Kssigsiure-Natriumacetat- Puffer. 

Die letztgenannte Versuchsanordnung ist deshalb einige Male 
gewahlt worden, um die Bestandigkeit der Saccharo-phosphate ebenfalls 
bei schwach saurer Reaktion zu erweisen, die in autolysierten Organen 
fast stets auftritt. Das Milieu in diesen Organdigeraten ist wegen des 
Gehalts an diversen Moderatoren ebenfalls als ein gepuffertes zu_be- 
trachten. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehend angefiihiten 


Versuchspri itokollen. 


Experimentelle Belege. 
A. Versuche mit Kaninchen-Organen. 

5g Organbrei wurden mit 50,0cem 5Sproz. Lésung von Natrium- 
saccharose-phosphat nebst 3,0 cem Toluol vermischt und unter 6fterem 
Umschiitteln bei 37° im  Brutschrank belassen. Nach 4—6tiagiger 
Digestion wurden 25,0 com der Aufschwemmung entnommen, im sieden- 
den Wasserbade genau 10 Minuten lang erwiirmt und nach dem Er- 
kalten filtriert. Mit 15,0 cem des klaren Filtrates wurde die Phospkcer- 
siureabspaltung auf die zuvor angegebene Art ermittelt. Da Natrium- 
saccharo-phosphat C,,H,,O,9* OPO,Na, 15,24°, P,O; enthalt, so ent- 
sprechen 50cem 5 proz. Natrium-saccharophosphats (= 2,5g) 0,381 g P,O,. 

An den Kontrollversuchen habe ich festgestellt, daB sowohl in cer 
rein wisserigen Lésung als auch in der Acetat-Puffermischung eine 
Hydrolyse des Natrium-saccharo-phosphates nicht stattfand. 


Tabe lle ¥. 





Nach 4tagiger Digestion 


Menge P,O, abgespalten 
5g Organbrei durch Autolyse mit der Saccharo- aus dem Saccharophosphat 
des Organs allein phosphatlésung 
in mg in mg in mg in 
MUSEO =... 4 19,3 21,6 2.9 0,60 
PY i Ge 26.7 57.1 30.4 7,98 
oS es or 29.9 102\4 72,5 19.03 











{ 
| 
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Die Resultate, die hier wie im folgenden immer auf das Gesamt- 
volumen bezogen sind, geben Tabellen I und IL wieder: 


Tabelle II. 





Nach 6tagiger Digestion 


Menge P,O, abgespalten 


= 





5g Organbrei 


durch Autolyse 
des Organs allein 





mit der Saccharo- 
phosphatlésung 


aus dem Saccharo-phosphat 


in mg in mg in mg in % 
Muskel 22.6 26,3 + Ry § 0,97 
Leber 26,9 65.3 38,4 10,08 
Niere 30,9 187.8 156,9 41.18 


Bei Betrachtung der soeben angefiihrten beiden Tabellen sieht man. 
daB die saccharo-phosphat-spaltende Kraft der Organe bis auf den Muskel 


eine ziemlich bedeutende ist. 


B. Versuche mit frischen Schweine-Organen. 

Bei diesen Experimenten kamen Muskel, Leber, Niere, Milz, Pan- 
kreas und Gehirn in Anwendung; die Ansitze wurden in derselben Weise 
bereitet wie vorher beschrieben. Die Befunde sind in den nachstehen- 
den Tabellen verzeichnet. 


Tabelle III. 





Nach 4tagiger Digestion 








Menge P.O, abgespalten 
5g Organbrei durch Autolyse mit der Saccharo- aus dem Saccharo-phosphat 
des Organs allein phosphatlésung a 

in mg in mg In mg In o 
Muskel 17,4 38,2 20,8 5,45 
Leber 21,9 104,4 82,5 21,65 
Nigte ....... 14,9 137,1 122,2 32,07 
ee 26.7 119.5 92.8 24,36 
Pankreas 23,2 91,2 68,0 17,85 
Gehirn 16,0 48.2 32,2 8,45 


Tabelle IV. 








Nach 8 tagiger Digestion 





Menge P.O, abgespalten 
5g Organbrei durch Autolyse mit der Saccharo-]| aus dem Saccharo-phosphat 
des Organs allein phosphatlésung : is TRIP 
in mg in mg in mg Mm "o 

Muskel 18,1 49.1 31,0 8,13 
Leber 29,7 135,3 105.6 27,72 
Niere 23,6 178,2 154,6 40,57 
Milz 29,3 150,0 120,7 31,68 
Pankreas 23,6 137,2 113,6 29,81 
Gehirn 17,0 71,9 54.9 14,41 
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Den Tabellen [11 und IV kann man entnehmen, daB die Phosphatase- 
tatigkeit ungleicher Organe desselben ‘Tieres betrachtliche Unter- 
schiede aufweist. Bemerkenswert erscheinen die Befunde fiir Muskel., 
bei dem auch diesmal, wie gemaB den Tabellen I und Il, die Menge der 
abgespaltenen Phosphorsiiure nur gering ist. 


C. Versueche mit Rinder-Organen. 


Die Organe wurden gut gekiihlt vom Schlachthofe bezogen. Versuchs- 
anordnung wie vordem. 


Tabelle V. 





Nach 2 tagiger Digestion 


Menge P,O, abgespalten 
5g Organbrei durch Autolyse mit der Saccharo- aus dem Saccharo-phosphat 
des Organs allein phosphatlésung _ 
in mg in mg in mg in 
Muskel .... 13.5 17,4 3,9 1,02 
JO 3g ee 20,9 71,9 51,0 13,38 
Niere Sa oar rhc 19.7 97.8 78,1 20,50 
MG as eh sak 22.4 63,8 41.4 10,86 








Tabelle VI. 





Nach 7 tagiger Digestion 











Menge P,O, abgespalten 
5g Organbrei durch Autolyse mit der Saccharo- aus dem Saccharo-phosphat 
des Organs allein phosphatlésung 
in mg in mg in mg in 
Muskel. .... 15,4 27,0 11,6 3,04 
RANGT. . we sk 27.8 130.7 102.9 27,02 
ae 20,5 203.0 182.5 47,90 
ee 24,3 119.4 95,1 24.96 


Alle 6 Tabellen lehren, da®B ein und dasselbe Organ verschiedener 
Tierarten nicht sehr ungleiche Werte fiir den Gehalt an Saccharo-mono- 
phosphatase lieferte; fiir die diversen Gewebe desselben Tieres bestehen 
jedoch erhebliche Schwankungen. Ferner zeigte sich, da die saccharo- 
phosphatspaltende Wirkung bei der Niere am_ stirksten hervortrat, 
wiahrend sie bei der Leber, der Milz und dem Pankreas etwas schwiicher 


und beim Muskel am geringsten war. 


D. Organsaft-Versuche mit Na-Saccharophosphat. 
Zur Bestatigung der Ansicht, da die Phosphorsaiure-Abspaltung 
fermentativ geschieht, stellte ich einige Versuche mit Organextrakten 
an. Zur Anwendung gelangten Ausziige aus Leber und Niere von Schwein 


sowie Rind. 











| 
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Die Extrakte wurden folgendermaBen hergestellt: Eine bestimmte 
Menge des zerkleinerten Organs wurde mit der doppelten Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung (0,85°, NaCl) tibergossen und nach Hinzu- 
fiigung von Toluol als Antisepticum eine Nacht im Eisschrank belas:en, 
worauf die Filtration geschah. 

50,0cem Filtrat wurden mit 2,5¢ festem Na-Saccharo-phosphat sowie 
3ccem Toluol vermischt, geschiittelt und bei 37 © im Wiirmeschrank gehalten. 

Die Ergebnisse sind wie zuvor auf die Gesamtmenge bezogen und 
wieder tabellarisch niedergelegt : 

Versuche mit Sdften aus Schweine-Organen. 


Tabelle VII. 





Nach 4tagiger Digestion 
Menge P.O, abgespalten 


mit der Saccharo- | aus dem Saccharo-phosphat 


50, com Organsaft | aus dem Saft allein 
phosphatlésung 





in mg In meg In mg in 
CS ae 21,3 31,3 10,0 2.63 
ne Pome er 17,5 107.5 90.0 23.62 


Tabelle VIII. 





Nach 8 tagiger Digestion 


Menge P.O, abgespalten 


50,0 cem Organsait aus dem Saft allein | Mit der Saccharo- aus dem Saccharo-phosphat 
phosphatlésung 
in mg in mg in mg in 
Fo ee, ae 29.3 46,3 17,0 4.46 
ar eee 17,0 136,6 119.6 31,39 


Versuche mit Sdften aus Rinder-Organen. 


Tabelle IX. 


Nach 4tagiger Digestion 





Menge P,O, abgespalten 


aus dem Saft allein Mit: der Saccharo- | aus dem Saccharo-phosphat 


50,0 ecm Organsaft 
phosphatlésung 





in mg in mg in mg in ‘ 
LOE xis . 22,7 74,3 51,6 13,54 
a aeae mare 24,6 72,3 47,7 12,52 


Tabelle X. 


Nach &tagiger Digestion 





Menge P,O, abgespalten 
50,0 cem Organsaft }| aus dem Saft allein Mit der Saccharo-| aus dem Saccharo-phosphat 
phosphatlésung ‘ 
in mg in mg in mg in % 
RP gay 28,3 130,3 102,0 26,77 
MO eg 3 26,6 89,8 63,2 16,50 
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Es offenbart sich somit, daB auch den Organextrakten eine sacchatro- 
phosphat-spaltende Kraft zukommt. (Der Umstand, dab in den Saft- 
versucken das Ferment der Niere weniger wirtksam war als das det 
Leber, hingt wohl mit der einfachen Bereitungsart der Saifte zusammen ; 


vielleicht gibt dabei die Leber leichter ihr Enzym ab.) 


Zusammenfassung. 


Aus den beschriebenen Untersuchungen geht mit Sicherheit hervor, 
dah tierische Organe und daraus bereitete Safte die Fahigkeit besitzen, 
aus den Salzen der Rohrzucker-mono-phosphorsiure anorganisches 
Phosphat abzuspalten. Es bestehen hinsichtlich dieser Phosphatase- 
wirkung keine sehr wesentlichen Unterschiede zwischen den Geweben 
von Rind, Schwein und Kaninchen. 

Nach der Stirke des Verseifungsvermégens ordnen sich die Organe 
folgendermaBen: Niere, Leber, Milz, Pankreas, Gehirn, Muskel. 

Im Hinblick auf Beziehungen von Phosphorsiure zum Stoffwechsel 
des Muskels hiitte man vielleicht eine besonders kraftige Phosphatase- 
betat’gung in der Muskulatur erwarten sollen. Bei meiner Versuchs- 
anordnung trat jedoch das Gegenteil zutage, indem der Muskel bei 
weitem am schwichsten die Rohrzucker-mono-phosphorsiure angriff. 

Jas betieffende Ferment wird als animalische Saccharo-phosphatase 


bezeichnet; durch Kochen wird es zerstort. 











Zur Kenntnis der Phosphatasen. 


II. Mitteilung. 
Hexose-mono-phosphatase. 


Von 
M. Tomita. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 22. Marz 1922.) 


Wie in der Einleitung zur voranstehenden Arbeit erwahnt ist, kann 
man mit Hilfe geeignet priiparierter Hefe Hexose-diphosphat gewinnen. 
Da die selbe Verbindung aus Traubenzucker, Mannose und Fructose 
entsteht, so ist es denkbar, da es sich hier um einen Di-phosphersiure- 
ester des den 3 genannten Hexosen gemeinsamen Enols handelt; ihm 
erteilt man nach Wohl und Newberg!) die Formel 

H H OH 

CH,OH — C — C — C — C(OH) = CH(OH) 

OH OH H 
zu. Wahrend nun diese Hexose-di-phosphorsiure im normalen Girakt, 
d. h. durch gewoéhnliche frische Hefen, nicht mit Sicherheit gebildet, 
jedenfalls aber nicht vergoren wird, ist die Hexose-mono-phosphorsdure 
der alkoholischen Zuckerspaltung fahig. Die Hexose-mono-phosphor- 
siure erhielt Neuberg durch Abbau des Hexose-diphosphats, und zwar 
durch gemaBigte Behandlung mit verdiinnten Sauren, am besten mit 
Oxalsiure*); unter richtig gewaihlten Bedingungen wird dabei namlich 
nur | Phosphorsiuremolekiil abgespalten. Geht man von den schwer- 
léslichen Erdalkalisalzen des Hexose-diphosphats*) aus, so gelangt man 
dureh Behandlung mit tiberschiissiger Oxalsiure und durch deren 
anschlieBende Entfernung mittels Bariumcarbonat zum leicht léslichen 
Bariumsalz der Hexose-mono-phosphorsiure. Dieses kann durch Alkohol 
ausgefaillt und durch mehrmaliges Umlésen gereinigt werden. 

Zu den Versuchen tiber die Hexose-mono-phosphatase diente als 
Substrat aus analytischen Griinden das sekundire Natriumsalz, das 
man durch genaue Umsetzung des Barium-hexose-mono-phosphats mit 
schwefelsaurem Natrium darstellt. 


1) A, Wohl und C. Neuberg, B. 33, 3095. 1900. 

2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432. 1918. 

3) Das kaufliche Calciumsalz, das Candiolin der Farbenfabriken vorm. 
Fr. Bayer & Co., kann nach entsprechender Reinigung Verwendung finden. 
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Es zeigte sich, dal} die Organe des Warm- und Kaltbliiters ein Ferment 
enthalten, das die Hexose-mono-phosphorsiure hydrolysiert. Die Reihen- 
folge der Wirksamkeit scheint fiir die einzelnen Organe ungefahr die 
gleiche zu sein wie beziiglich der Saccharo-phosphatase!): Niere, Milz, 
Leber, Muskel spalteten mit abnehmender Kraft. Weitere Organe habe 
ich nicht geprift. Durch Vornahme aller Versuche in Gegenwart von 
Toluol ist der fermentative Charakter der Reaktionen dargetan. 

Die Sicherstellung der Ergebnisse erforderte besondere Kontroll- 
versuche, weil die Salze der Hexose-mono-phosphorsiiure in Lésung nicht 
so bestiindig sind wie die Saccharophosphate. Es findet nimlich beim 
Stehen allmiahlich eine geringe Abspaltung von anorganischem Phosphat 
statt, und zwar sowohl in reinem Wasser als in einer Lésung von Natrium- 
acetat- Essigsiiure- Puffer. 

Die Versuchsanordnung und Ausfiihrung der Analysen geschah ahnlich 
wie in der voraufgehenden Mitteilung unter allen gebotenen Vorsichts- 
maBregeln. Wegen jener Selbstzersetzlichkeit der hexose-mono-phos- 
phorsauren Salze ist die genaue Beachtung der Zeiten und_ gleiche 
Dauer bei Hauptansatz und Leerversuch unerliBlich. 

Im einzelnen verfuhr ich folgendermaBen: 

A. Versuche mit Kaninchenorganen. 

4g hexose-mono-phosphorsaures Barium wurden in Wasser gelost, 
mit der berechneten Menge Na,SO, in Lésung versetzt, filtriert und auf 
200 com aufgefiillt. 50,0 cem dieser Lésung, mit 5 g Organbrei und 3 cem 
Toluol vermischt, wurden in den Brutschrank bei 37° gesetzt. Da 
Barium-hexosemonophosphat C,H,,O;P0,Ba+H,O 17,17°, P.O, ent- 
halt, so sind in 200,0 cem Natrium-hexose-monophosphatlésung (ent- 
sprechend 4 g Bariumsalz) 0,6868g P,O; vorhanden. Demnach sind in 
obiger Lésung von 50,0 ccm 0,1717 g P,O, enthalten. In den Kontroll- 
versuchen wurde festgestellt, wieviel freies Phosphat in der wiisserigen 
Lésung des Estersalzes allein auftritt. 

Die folgenden Tabellen veranschaulichen die Befunde fiir die Ge- 
samtansatze : 

Tabelle I. 





Nach 83tagiger Digestion 


Menge P,O, abgespalten 
a in der Hexose-mono- in der Hexose-mono- | aus de »xOse- 
5g durch Autolyse ae : 0 2 sete der He rs : aus dem Hexose 
’ - phosphatlésung phosphatlésung mono-phosphat 
Organbrei des Organs 
: ohne Organ mit Organbrei 
in mg in mg in mg in mg | in ‘ 
Muskel , . 31,2 25,8 92,4 35,4 20,61 
Leber... 32,1 25.8 125.1 67,2 | 39,14 
Faas ".. 3). 27.0 25,8 159.9 107,1 62,37 








1) M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 161. 1922. 
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Tabelle IT. 





Nach 6taégiger Digestion 


Menge P.O, abgespalten. 
5g eee in der Hexose-mono- in der Hexose-mono-| aus dem Hexose- 
Organbrei : . a es ih phosphatlésung phosphatlésung mono-phosphat 
des Organs ohne Organ mit Organbrei 
in mg in mg in meg In my in 

Muskel .°. 37,5 26,7 118,2 54.0 31,45 
Se 46.8 26,7 160.8 87,3 | 50,84 
2 ae ae 28,5 26,7 164,7 109.5 63,77 








b. Versuche mit Karpfenorganen. 
5g Organbrei wurden mit 50,0 cem oben erwihnter Natrium-hexose- 
mono-phosphatlosung sowie 3g Toluol vermischt und bei 37° im Thermo- 
staten belassen. Nach 9tigiger Bebriitung wurde die freigewordene 
Phosphorsiure bestimmt. Dabei zeigte sich folgendes: 


Tabelle I11. 





Nach 9tagiger Digestion 
Menge P,O, abgespalten 


- in der Hexose-mono- in der Hexose-mono-[ aus dem Hexose- 








Organbrei Be foe, phosphatlésung phosphatlésung mono-phosphat 
: = ohne Organ mit Organbrei 
in mg in mg in mg inmg = in 
Muskel . , 34,1 7.5 123,2 61.6 35,88 
Leber... 17,6 27,5 148.8 103,7 ©0389 
| re 28,6 27,5 177.4 121.3 70,64 


Aus den Tabellen 1—L11 geht hervor, daB in verschiedenen Gewe ben 
des Kaninchens und Karpfens ein Agens vorhanden ist, welches aus 
der Losung hexose-monophosphorsauren Natriums H,PQ, in reichlicher 
Menge freimacht. Dabei ist es bemerkenswert, da die verseifende 
Wirkung der Niere, der Leber und der Milz sehr bedeutend, die des 
Muskels jedoch viel schwiicher ist. Die Verhiiltnisse liegen ahnlich 


wie beim Saccharophosphat. 


(. Versuche mit Hexose-mono-phosphat und verschiedenen Organen unter 
Zusatz von Acetat-Puffer. 

Da die enzymatische Zerlegung und der Selbstzerfall des Hexose- 
mono-phosphats durch die verschiedene Reaktion der betreffenden 
Gemische etwas beeinfluBt werden kénnte, habe ich einige Experimente 
mit Rinder- und Karpfenorganen unter Zugabe von Acetat-Puffer in 
sonst gleicher Weise ausgefiihrt. 

Die aus 4g hexose-mono-phosphorsaurem Barium und der berech- 
neten Menge Natriumsulfat bereitete Lésung wurde filtriert und auf 











precast rr: 


Phosphatasen. I]. Hexose-:mono-phosphatase. 73 
ein Volumen von 200 cem gebracht. 30,0 cem wurden entnommen 
und mit 3¢ Organbrei, 30,0 cem Acetat-Puffer (1 Mol CH, + COOH 
nebst 2 Mol CH, » COONa + 3 H,O im Liter) und 38cem Toluol vermischt 
Temperatur 37°. Nach der friiher angefiihrten Berechnung entsprechen 
30,0 com Natriumhexose-mono-phosphatlosung 0,1030 ¢ P,O;. 

Die Ergebnisse werden in den nachfolgenden Tabellen  wieder- 
gegeben. 
x) Versuche mit Rinderorganen 


T abe lle I V. 





Nach 4 tagiger Digestion 











Menge P,O, abgespalten 
- in der Hexose-mono- in der Hexose-mono-] aus dem Hexose- 
al durch Autolyse I hatl . ! hatl ! 
Organbrei des Organs phosphatlosung phosphatiosung mono-phosphat 
- ohne Organ mit Organbrei 
in mg in mg in mg In mg in 
Muskel . . 10.6 10,1 39,4 18,7 18,15 
Leper... 10.7 10,1 58.0 37,2 36.11 
Niere ... 7,9 10,1 64.4 46.4 45.05 
T'ahe lle V 
Nach 7 tagiger Digestion 
Menge P.O, abgespalten 
3g — in der recto encanta in der oa riecienaeeaggs aus dem Hexose 
Organbrei dua: Crean phosphatlésung phosphatlésung mono-phosphat 
. ohne Organ mit Organbrei 
in mg in mg in mg in mg in 
Muskel . . 10.7 10.9 44,2 22,6 | 21,94 
Leber . . 11,2 10,9 €4,7 42.6 41.36 
ne S4 10,9 67,1 47.8 46,40 








(}) Versuche mit Karpfenorganen. 


T abe Lhe VI. 





Nach 9tagiger Digestion 


Menge P,O, abgespalten 
i 
32 ae inital in der Hexose-mono-| in der Hexose-mono-| aus dem Hexose 
Organbre yao hh phosphatlésung phosphatlésung monophosphat 
Sil ec ohne Organ mit Organbrei 
| in mg in mg in mg in meg in 

Muskel . . iB Re kaa 49.9 25.4 24,66 
Leber... 10.9 13.3 79.0 54.8 53,20 
Sl Sa 16,8 13.5 $4.2 54.1 52.52 








Aus den Daten der Tabellen IV—VI ist zu ersehen, da® sich die 
Hexose-mono-phosphat-Spaltung auch in gepuffertem Milieu vollzieht. 
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Zusammenfassung. 


In den Organen der Kalt- und Warmbliiter findet sich ein Ferment, das 
hexose-mono-phosphorsaure Salze zerlegt. Niere wirkt wieder sehr kriftig 
verseifend, Muskel am schwichsten. Dieses Verhalten erscheint beachtens- 
wert, weil man sich vorstellen kann, daB der Abbau des durch Embdens 
und seiner Mitarbeiter wichtige Untersuchungen bekannt gewordenen 
physiologischen Lactacidogens, falls dieses mit Hexose-diphosphat weit: 
yehend identisch ist, wie viele Enzymreaktionen wohl in Absitzen voll- 
zogen wird. Dabei kénnte dann auch die Stufe einer Hexose-mono-phos- 
phorsiure durchlaufen werden. Die Organversuche ergeben aber keine 
bevorzugte Stellung fiir die Spaltungskraft der Muskulatur im Vergleich 
mit den tibrigen Organen; hierin braucht jedoch aus verschiedenen 
Griinden kein Widerspruch zu liegen. 

SchlieBlich ist noch zu bemerken, das die Hydrolyse der Zucker- 
phosphorsiureverbindungen durch Organfermente des Warm- und 
Kaltbliiters bei der Hexose-mono-phosphorsiure stiirker ist als bei der 
Saccharose-mono-phosphorsiiure; demnach wird man mit Vorbehalt fiir 
beide Erscheinungen vorliufig verschiedene, wenn auch sehr dhnliche 


Phosphatasen annehmen diirfen. 














Uber den EinfluB des Thyroxins auf die alkoholische Girung. 


Von 
M. Tomita. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 14. Mdrz 1922.) 


Es sind mannigfache Bestandteile des pflanzlichen und tierischen 
Organismus bekannt, die zur Gruppe der Vitamine gehéren und anregend 
auf verschiedene Stoffwechselfunktionen einwirken. Man mu aber, wie 
Neube rq. Re infurth und Sandhe rg bereits hervorgehoben haben!'), mit der 
Moglichkeit rechnen, da bei der Verwendung von Priaparaten ani- 
malischer oder vegetabilischer Herkunft zu den erwihnten Zwecken 
auBer Vitaminen, deren Struktur noch unaufgeklart ist, auch Koérper 
von chemisch definiertem Charakter beteiligt sind. Ich erinnere nur 
daran, da® die friiher raitselhaften Wirkungen der Schilddriise und der 
Nebenniere heute mit Sicherheit auf die Individuen Adrenalin und 
Thyroxin zuriickgefiihrt worden sind. 

Seitdem K. Kurono*) als erster gezeigt hatte, daB die Vitamine 
auch den ProzeB der alkoholischen Zuckerspaltung férdern, ist die 
Rolle vitaminhaltiger Stoffe aus dem Tier- und Pflanzenreich in sehr 
zahlreichen Arbeiten nach der gleichen Richtung hin untersucht worden, 
wobei vielfach positive Ergebnisse erzielt werden konnten. 

Da nun ein grobes Material iiber chemisch-charakterisierte Stimula- 
toren der Gairung in den Arbeiten von Newberg und solchen des gleichen 
Autors mit Ehrlich, Reinfurth und Sandberg vorliegt®), wobei es sich 
um Verbindungen meist einfacher Natur handelt, habe ich es fiir wiin- 
schenswert gehalten, auch das nunmehr in Substanz bekannte Thy- 
roxin heranzuziehen, da dieses festgestelltermaBen seinen bedeutenden 
Kinflu®B auf den Stoffumsatz schon in sehr kleinen Quantitaten ent- 
faltet. 

1) C. Neuberg, E. Reinfurth und M. Sandberg, diese Zeitschr. 121, 218. 1921. 

2) K. Kurono, Journ. of the College of Agriculture Imp. University of Tokio 


5. 305. 1915; K. Kurono und M. Gunke, Journ. of the scientif. agricult. Soc. 
1915, 79. , 


%) Diese Zeitschr, 1918—1921. 
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Durch die Freundlichkeit des Herrn Professor Dr. J. A. Mandel 
in New York gelangte ich in den Besitz verschiedener Proben von 
Thyroxin. Dieselben wurden als soleche verwendet und zwar derart, 
dali bestimmte Mengen zu zellfreien Giransitzen in fester Form ge 
fiigt wurden. 

Es zeigte sich, daB das Thyroxin eine giirungsbeschleunigende Krafi 
iuBern kann. Im einzelnen ging ich in nachstehender Weise vor: 

1. 10,0 cem Saft aus Patzenhofer Hefe wurden mit 2,0 cem 5 proz. 
Traubenzuckerlésung und 0,01 g festem Thyroxin versetzt. Als Kon- 
trolle diente ein thyroxinfreics System, das im iibrigen die gl iche 
Zusammenstellung hatte. 

Tabelle I. 





Temperatur 16,5 Zeiten nach 
Kntwickelte com CO, 60% 75’ 85’ 95’ 110’ 125’ 140’ 170’ 200’ 230’ 260’ 1440’ 2880" 
in Kontrolle. . . . . 108/14) 1,9) 2.3) 3.3.) 4.5) 5.56.7) 7.0} 7.5; 7.9 | 16.5.) 23.4 


im Aktivator-Ansatz . | 0,8/1,7/'2,1 3,3) 4,3 | 6,1 | 6,7! 7,1 7,5 | 82 88 17,6 25,2 





Beschleunigung gegen- 
iiber der Kontrolle .) 0.0 0.3 0.2')1.0 1.0 1.611.2104 | 65 1 67 OY a 1,8 


Fir Versuch 2 wurde dieselbe Anordnung gewahlt, nur war dcr 


Saft aus Senst-Hefe bereitet worden. 


Tabelle II. 





Temperatur 20° Zeiten nach 
Entwickelte cem COs, 50’ 60’ 80’ 95’ 180’ 240’ 1440’ 2880’ 
in Kontrolle ..... .100/0,0/} 14/33! 81! 9,8! 14,8 | 163 


i im Aktivator-Ansatz. .. 06 13 30 51 109 12.9 19,6 21.0 





Beschleunigung gegeniiber 
der Kontrolle 0,6 1,3/1,6/1,8/ 28 31 48 4,7 
Im Versuch 3 verfuhr ich folgendermaBen: 10,0 ccm Saft aus Hef 
der SchultheiB-Brauerei wurde mit 2,0 cem Sproz. Traubenzuckcr- 
losung, 1,0 cem Wasser und 0,1 g Thyroxin versetzt. 


Tabelle I11. 





Temperatur 21° Zeiten nach 


Entwickelte cem CO, 75’ | 80’ 90’ | 120’ 125’ | 1380’ 135’, 150’ | 170’ | 250’ | 1350’ | 2790’ 





in Kontrolle. . . . -/0,0/00 0.2 O05 09 14 28 51 68 86 12,3 138 


im Aktivator-Ansatz . 1,5 | 2,4 6,0 10,4 10,7 10,9 11,2 11,7 12,0 13,0 17,8 19,5 





Beschleunigung gegen- 
liber der Kontrolle . || 1,5; 2,4}5,8; 9,9; 9,8; 9,5) 84! 66! 52 4,4) 5,5 | 5,7 
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Wie man sieht, ist die Girbeschleunigung durch das Hormon iiber- 
all vorhanden, aber unter verschiedenen Bedingungen in ungleicher 
Stirke. 

Zum Schlu®B fiihre ich die fiir das Thyroxin von seinen Entdeckern 
in ihren bedeutsamen Mitteilungen!) aufgestellten beiden Formeln an 


CH CHJ 
JCH C C — (CHa), CO.H JCH C C — (CH), — CO,H 
| | oder | | 
JCH C CO JCH C  C(OH) ‘ 
CH NH CH N 


Es muB dahingestellt bleiben, ob es sich um die Acceptor-Betatigung 
einer reduzierbaren Carbonylgruppe oder Doppelbindung bzw. um 
andere Krifte des héchst wirksamen Driisenbestandteiles handelt. 


1) E. C. Kendall, Journ. of biol. chem. 39, 125. 1919. — EB. C. Kendall und 
A. E. Osterberg, ebenda 40, 265. 1919. 
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Uber eine biosynthetische Kohlenstoffkettenverkniipfung in 
der aliphatischen Reihe. 
Zur Kenntnis der Carboligase. 
V. Mitteilung'). 


Von 
Julius Hirseh. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 27. Marz 1922.) 


I. 

In den ersten Mitteilungen iiber diesen Gegenstand haben C. Neu- 
berg und J. Hirsch?) gezeigt, da bei der alkoholischen Zuckerspaltung 
in Gegenwart von Bittermandel6él ein optisch-aktiver Ketonalkohol 
entsteht, der seiner Zusammensetzung nach durch die Verkniipfung 
eines Molekiils Benzaldehyd mit einem Molekiile des bei der Giarung 
intermediir auftretenden Acetaldehyds gebildet sein mubte. Dieser 
Befund, der in derselben Weise bei den Umsetzungen durch zellfreie 
Hefemacerationssiifte erhoben werden konnte, stellte das erste Bei- 
spiel einer wirklichen enzymatischen Synthese von mehrgliedrigen Kohlen- 
stof{ketten dar. Aus der irreversiblen Verkniipfung zweier freiw:llig 
nicht miteinander reagierenden Aldehyde war eine langere Kohlen- 
stoffreihe auf fermentativem Wege hervorgegangen. Das hierbei wirk- 
same enzymatische Agens haben die Autoren Carboligase benannt. 
C. Neuberg und H. Ohle*) haben die chemische Struktur des aus Benz- 
aldehyd und dem Acetaldehydrest auf biologischem Wege zusammen- 
gefiigten Ketols aufgeklirt. Dasselbe ist 1-Phenyl-acetyl-carbinol 
(C,H; - CHOH. CO-CHs;). Sodann hat C. Neuberg mit L. Lieber- 
mann*) durch den Nachweis analoger Verkniipfungen — wie die des 





1) Vorgetragen in der Sitzung der Deutschen Chemischen Gesellschaft 
vom 10. April 1922. 

2) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282. 1921. 

3) C. Neuberg und H. Ohle, diese Zeitschr. 127, 327. 1921. 

4) C. Neuberg und L. Liebermann, diese Zeitschr. 121, 311. 1921. 
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o-Chlorbenzaldehyds und des Anisaldehyds mit dem Giarungszwischen- 
produkt Acetaldehyd weitere Belege fiir diese biosynthetische 
Funktion beibringen kénnen. 

Die allgemeine Bedeutung dieser Feststellungen fiir unser Wissen 
von den aufbauenden Lebensvorgiangen liegt darin, dal} eine Méglichkeit 
der enzymatischen Synthese von héheren Kohlenstoffverbindungen aus 
niederen Stoffwechselerzeugnissen experimentel! verifiziert worden war, 

Die bisher auf diesem Wege erhaltenen Korper stellen Kohlen- 
stoffverbindungen gemischten Charakters dar; sie setzen sich aus einem 
aliphatischen und einem aromatischen Radikal zusammen. 


If. 


Unter den Kohlenstoffverbindungen der belebten Natur nehmen 
die Substanzen mit rein aliphatischen Kohlenstoffketten wie 
die Zuckerarten und ihre Derivate, ferner die Fettsiiuren, bestimmte 
Aminosiuren. usw. einen besonders wichtigen Platz ein. Diese 
Tatsache war die Veranlassung zu untersuchen, ob nicht mit Hilfe der 
Carboligase die Synthese acyclischer Ketonalkohole aus zwei aliphatischen 
Aldehyden durchzufiihren wiire. Die Aufgabe wurde zunichst fiir die 
Komponenten Isovaleraldehyd und Acetaldehyd in Angriff genommen. 
Neuberg und Hirsch!) haben bereits darauf hingewiesen, dal bisher 
eine Vereinigung von Benzaldehyd mit fertigem Acetaldehyd durch 
lebende Hefenzellen oder zellfreies Enzymmaterial nicht durchfiihr- 
bar gewesen ist; die Verkettung erfolgt nur dann, wenn der Acetaldehyd 
als unmittelbares Zerfallsprodukt bei emer zymatischen bzw. carboxy- 
latischen Zucker- oder Brenztraubensiure-Spaltung in die Reaktion 
eintritt. Gibt man nun zu einer girenden Zuckerlésung Lsovaleral- 
dchyd, so findet in einem Umfange von mehr als 80°, eine Umwand- 
lung zu Amylalkohol statt. C. Newberg und H. Steenbock?) hatten 
diese Hydrierung schon bei den Untersuchungen iiber die phytochemische 
Xeduktion beschrieben. Nach den bisherigen Erfahrungen wird der 
hierzu benétigte Wasserstoff dem gespaltenen Zuckermolekil ent- 
nommen; es handelt sich um ,,intermediir wirkenden Wasserstoff*‘, der 
fiir gewohnlich den bei der Decarboxylierung der Brenztraubensaure 
auftretenden Acetaldehyd zum Weingeist reduziert. Eine deutliche 
carboligatische Umsetzung des Isovaleraldehyds war also nur zu er- 
warten, wenn der hydrierende Effekt der phytochemischen Reduktion 
ausgeschaltet werden konnte. Es war daher angezeigt, als biologische 
Muttersubstanz des nascierenden Acetaldehyds die Brenztrauben- 
siiure statt Zucker zu verwenden. Die Brenztraubensiure (C,H,O,) 
1) OC. Neuberg und J. Hirsch, |. ec. 

2) C. Neuberg und H. Steenbock, diese Zeitschr. 52, 494. 1913. 
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erscheint namlich im Vergleich zur Hexose (C,H ,.0,) als ein Oxydations- 
produkt und kann bei der Vergiirung keinen Wasserstoff bereitstellen. 

In 500 com einer 0,8 proz. Brenztraubensaéurelésung wurden 50 g Bickerhefe 
und 2 g frisch rektifizierter Isovaleraldehyd eingetragen. Nach 48stiindiger Auf- 
bewahrung bei 37° wurde durch Messung des entwickelten Kohlendioxyds der 
Umsatz an Brenztraubensiure zu 85°, ermittelt. Die stark reduzierende und 
lavogyre Maische wurde filtriert und zur Gewinnung des erwarteten Ketonalkohols 
in der frither') beschriebenen Weise verarbeitet. Beim Ausithern gingen jedoch 
nur geringe Mengen eines reduzierenden und optisch-aktiven Anteiles in die athe- 
rische Schicht iiber, wihrend die wasserige Schicht trotz wiederholter Extraktion 
die Reaktionen eines Ketonalkohols kraftig beibehielt. Zur Isolierung dieses 
Produktes wurde die wasserige Lésung durch Erwarmen vom Ather befreit und mit 
essigsaurem Phenylhydrazin 2 Stunden lang erhitzt. Es fiel ein feinpulveriger 
Niederschlag aus, der heiB abgenuscht und mit kaltem Alkohol ausgewaschen 
wurde. Das Priparat zeigte die Pechmannsche Osazonprobe. Beim Umkrystallisieren 
aus der von Neuberg*) empfohlenen wisserigen Pyridinlésung (70°) fielen goldgelbe 
Nidelchen aus, die bei 242—243° (unkorr.) schmolzen. Die Elementaranalyse 
dieses Kérpers ergab jedoch iiberraschenderweise Zahlen, die als N-, C- und H- 
Werte des vermuteten Osazons C,H, : C (: N+ NH « CgH;) -C(: N+ NH + CgH;)- CH, 
nicht in Betracht kamen, sondern auf Diacetyl-osazon, CH, -C(: N+ NH - C,H,) - 
C(: N- NH- CgH,)-CHs, stimmten. Die Krystalle hatten den gleichen Schmelz- 
punkt wie ein aus Diacetyl bereitetes Osazon, und eine Mischprobe beider 
Praparate fiihrte keine Veranderung des gemeinsamen Verfliissigungsgrades herbei. 
An der Identitat des aus der Maische ausgefillten Osazons mit dem Osazon des 
Acetyl-methyl-carbinols, CH, : CHOH - CO - CH, war somit nicht zu zweifeln. 

Das Auftreten von Acetyl-methyl-carbinol, des y-Oxy-/-oxo-butans, 
bei der beschriebenen Versuchsanordnung ist auf die carboligatische 
Vereinigung zweier bei der Brenztraubensduregdrung abgespaltener Acet- 
aldehydreste zuriickzufiihren. Da im Dimethylketol das einfachste 
Beispiel eines carboligatischen Erzeugnisses innerhalb der aliphatischen 
Reihe vorlag, wurde die Fahndung nach dem etwa entstehenden 
Amyl-methyl-acyloin zuniachst zuriickgestellt und die Umsetzung der 
gewohnlichen Brenztraubensiuregirung, wie sie Neuberg®) schon vor 
Jahren beschrieben hatte, beziiglich ihrer biosynthetischen Funktion 
untersucht. In der Tat gelang es, nach Vergirung einer "/,,-Brenz- 
traubensaurelésung das erwartete Acetyl-methyl-carbinol in der Maische 
nachzuweisen 


Il. 


Im Gegensatz zu den friiher gewonnenen Ketonalkoholen, die 
mittels der Carboligase aus einem aliphatischen und einem aromatischen 
Radikal synthetisiert waren, hat man das rein aliphatische Acetyl-methy]- 
carbinol als natiirliches Stoffwechselprodukt verschiedenartiger Bak- 
terien bereits angetroffen; als solches ist es zusammen mit dem zu- 


1) Neuberg und Hirsch, |. c.; Newberg und Ohle, diese Zeitschr. 128, 610. 1922. 
2) Neuberg, Ber. 32, 3384. 1899. 
’) Neuberg, Sitz.-Ber. der Physiol. Gesellschaft 1910/11. 
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gehoérigen Butylenglykol, dem j-y-Dioxybutan, insbesondere von fran- 
zosischen und englischen Forschern, in den mannigfaltigsten Nahr- 
béden aufgefunden worden, ohne da® jedoch tiber den Chemismus 
seiner fermentativen Entstehung etwas bekannt war. 

Zuerst hat Grimbert!) das Auftreten des Acetyl-methyl-carbinols bei der Ziich- 
tung von bac. tartricus auf Glucose und Saccharose beschrieben. Desmots*) be- 
obachtete, daB die dem Bac. mesentericus nahestehenden Bakterien aus Trau- 
benzucker, Rohrzucker, Inulin, Dextrin, Glycerin. Mannit, Starkekleister und 
Kartoffeln in peptonhaltigen Nahrlésungen neben Essigsiure, Valeriansaiure unl 
etwas Athylalkohol ein schwach lavogyres Acetyl-methyl-carbinol erzeugten. 
Kling®) be richtete iiber die oxydative Entstehung des Kérpers aus racemischem 
Butandiol-(2,3) unter dem Einflusse von Mycoderma aceti sowie von Subti- 
lisbacterien. Harden und Walpole*)®) fanden den Ketonalkohol zusammen mit dem 
Butylenglykol bei der Einwirkung von bac. lactis aerogenes auf Glucose und 
Mannit Pastureau*) und Lemoigne’) bei der Umsetzung von Rohrzucker durch bac, 
subtilis. Mazé*) gab an, daB Mycoderma aceti auch Milchsaure in Acetyl- 
methyl-carbinol umwandelt, wahrend sein Vorkommen bei der Garung durch 
bac. lactis fermentens von Ruot*) erwaihnt ist. Browne !®) wies das Ketol im 
Zideressig und bei der schleimigen Girung des Rohrzuckersaftes nach; im Wein- 
essig wurde das Acetoin von Farnsteiner'') und von Balcom') aufgefunden, 

Die Feststellung des Ketonalkohols bei bakteriellen Umsetzungen 
und die spitere Mitteilung von Harden und Norris™) iiber das Auf- 
treten kleiner Mengen von Butylenglykol bei Kulturversuchen mit 
Bac. lactis aerogenes auf acetaldehydhaltigen Peptonlésungen haben 
Neuberg'*) schon bei der Aufstellung seiner Girungsschemata in den 
Jahren 1908 und 1913 veranlaBt, unter den Umwandlungsméglichkeiten 
des beim physiologischen Zuckerabbau auftretenden Acetaldehyds eine 
.hypothetische Acyloinkondensation’ in Erwigung zu ziehen. Die 
tichtigkeit dieser Annahme ist nunmehr experimentell dargetan. Jene 
, Acyloinkondensation™ ist die Funktion des Carboligase-Fermentes, das 
Neuberg und Hirsch in der Hefenzelle entdeckt und auch in zellfreien 


1) Grimbert, C. r. 132, 706. 1901. 

2) Desmots, C.r. 138, 581. 1904. 

3) Kling, c. vr. 140, 1456, 1905; A. ch. (8) 5, 551; Bl. (3) 35, 214. 

4) Harden und Walpole, Proc. Royal. Soc. 77, 424. 1906. (Ch. C. 1906. I. 1560.) 
5) Walpole, Proc. Royal. Soc. 83, 272. (Ch. C. 1911. I. 1309.) 

6) Pastureau, J. d. Pharm, et de Chim. 27, 10. 1908. 

*) Lemoigne, C. vr. 155, 792. 1912. 

8) Mazé, C. r. 156. 1101. 1913. 

Ruot, C. r. 15%, 297. 1913. 

10) Browne, Am. Soc. 28, 467. (Ch. C. 1906. I. 1794.) 

11) Farnsteiner, Zeitschr. f. Unters. Nahrungs- u. GenuBmittel 15, 321. 190s. 

12) Balcom, Am. Soc. 39, 309. (Ch. C. 1918. I. 126.) 

'3) Harden und Norris, Proc. Royal. Soc. 84, 492. 1912. 

14) Neuberg, Handbuch der Biochemie I, 225. 1908. Die Garungsvorgange und 
der Zuckerumsatz der Zelle. Monographie. Gustav Fischer, Jena 1913; vgl. auch 
Harden u. Norris (1. ¢.), Fernbach u. Schoen (Ann. de ’Inst. Pasteur 28, 709. 1914), 
Neuberg u. Nord (Ber. 52, 2250. 1919) sowie Neuberg, Nord u. Wolff (diese 
Zeitschr. 112, 149. 1920). 
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Hefensiiften nachgewiesen haben. Gleichviel aus welchem Nahrmate- 
rial die verschiedensten Mikrocrganismen das Acetyl-methy!-carbinol 
auch erzeugen mégen, die Auffindung dieses Ketonalkohols bei dem bio- 
logisch und chemisch durchsichtigen Vorgange der Brenztraubensdure- 
gdrung gibt einen endgiiltigen Beweis fiir cine formale Biosynthese aus 
zwei Molekiilen Acetaldehyd, und ist zugleich ein erstes Beispiel fiir dic 
fermentative Bildung einer mehrgliedrigen rein aliphatischen Kohlen- 
stoffkette. 
lV. 

LaBt man eine "/,,-Brenztraubensiiurelésung durch unter- oder 
obergarige Hefe bei 37° vergiiren, so zeigt die klar filtrierte Maische 
nach 24—48 Stunden die Reaktionen eines Ketonalkohols: sie reduziert 
Fehlingsche Lésung und gibt nach Destillation iiber Calciumearbonat 
eine Fliissigkeit, mit der die Nitroprussidnatriumprobe auch nach Ab- 
dampfen des Acetaldehyds positiv ausfillt; ferner lenkt sie das polari- 
sierte Licht nach links ab. Das Ketol ist mit Wasserdampf — im Vakuum 
bei entsprechend niedrigen Temperaturen — gleichmabig fliichtig und 
kann aus der diinnen wabrigen Lésung mittels Destillation nicht an- 
gereichert werden. Ebensowenig gelingt die Extraktion durch ein- 
faches Ausithern. Eine Isolierung in Substanz und die genaue Be- 
stimmung des optischen Verhaltens scheiterte bisher am Fehlen einer 
geeigneten Methode. Die einwandfreie Identifizierung als Acetyl-methy1- 
carbinol geschah durch die Bereitung von Derivaten. Es wurden das 
Phenylosazon, das p-Nitrophenylosazon und das Semicarbazon ge- 
wonnen. Die Ausbeute an p-Nitrophenylosazon war am reichlichsten 
und gab einen Anhaltspunkt fiir den Umfang der Biosynthese; bis zu 
29,2%, des theoretisch verfiigbaren Aldehyds ist carboligatisch ver- 
kniipft worden. Das Auftreten des schwerer fliichtigen, lavogyren 
2,3-Butylenglykols, auf das schon zuvor als Begleiter des Dimethyl- 
ketols verwiesen worden ist, lieB sich dem optischen Verhalten der 
nicht mehr reduzierenden Destillationsriickstande entnehmen. 

Der formelmaBige Reaktionsverlauf bei der biochemischen Synthese 
des Acetyl-methyl-carbinols ist demnach folgender: 

2 CH,- CO. COOH > 2.CO, + 2 CH, - CHO 


CH, - CHOH - CO- CHy. 

Schon 1 Stunde nach Beginn der Brenztraubensiurespaltung labt 
sich das Auftreten des Acetyl-methyl-carbinols nachweisen. Die Ketol- 
bildung geht mit der Zerlegung der Brenztraubensiure einher; wie 
schon oben (S. 179) erwahnt ist, erfahrt der Acetaldehyd nur in statu 
nascendi eine fermentative Verkettung. Es scheint, da fiir den Ab- 
lauf des aufbauenden Prozesses die Koppelung mit einem katabolischen 
Vorgange notwendig ist. Die wirkliche und irreversible Vereinigung 
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von Kohlenstoffketten durch biochemische —C—C— Verkniipfung kann 
nicht durch Gleichgewichtsverschiebungen!), sondern nur durch das 
Zusammenwirken mit einem vorausgehenden Spaltungsprozesse zu- 
stande gekommen sein 

Fiir die Brenztraubensauregairung ist die Auffindung des Ac tyl- 
methyl-carbinols deshalb von Bedeutung, weil sie eine Liicke zum 
groBen Teile ausfiillen diirfte, die hinsichtlich der quantitativen Ana- 
lyse dieser Umsetzung bislang noch bestand. C. Neuberg und L. Kareza7?) 
hatten bei ihren ersten bilanzmiaBigen Versuchen iiber die Zerlegung 
von Brenztraubensaiure durch Hefen nur bis zu 50°, der theoretisch 
erwarteten Menge an Acetaldehyd aufgefunden. Ein betrachtlicher 
Teil dieses Defizits kann nunmehr auf die Verkniipfung des Acetal- 
dehyds zu einer kohlenstoffreicheren Verbindung zuriickgefiihrt werden. 

Bei der normalen alkoholischen Hefengirung des Zuckers ist wohl 
das Zustandekommen dieser biosynthetischen Reaktion nicht zu er- 
warten. In Korrelation zu dem intermediir auftretenden Acetaldehyd 
wird ja eine aquivalente Menge ,,Wasserstoff* verfiigbar, welche die 
Reduktion des Aldehyds zum Alkohol zwangsliufig vollzieht. 


Experimentelles®). 

1. In einem Giransatze von 1500 cem Gesamtvolumen werden 
13.2 g Brenztraubensiure mit LOO g obergiirige Hefe (Rasse XII) bei 
37° umgesetzt. Nach 48 Stunden ist die Kohlensiurentwicklung 
beendet und die Maische wird filtriert. Das klare Filtrat reduziert 
sowohl Fehlingsche wie Ostsche Lésung in der Wirme, nach einigem 
Stehen auch bei Zimmertemperatur. Mit Nitroprussidnatrium und 
mchreren Tropfen Natronlauge tritt eine Rotfarbung ein, die nach 
Ansiuern mit verdiinnter Essigsiiure violettstichig wird. Diese Reak- 
tion kann auf den entstandenen Ketonalkohol, auf den abgespaltenen 
Acetaldehyd wie auch auf Reste unvergorener Brenztranbensiiure be- 
zogen werden, doch zeigt das Destillat der zuvor neutralisierten Lésung 
auch nach Verjagen des Acetaldehyds im siedenden Wasserbade den 
gle:chen positiven Ausfall der Probe. Die optische Drehung des Filtrates 
im 2 dem-Rohr war — 0,30 


Darstellung des Phenylosazons 
CH,-C(: N- NH- C,H,)- C(: N» NH- C,H;) - CHg. 


5 
1200 cem klar filtriertes Girgut werden mit einer ausreichenden 
Menge von Phenylhydrazin-acetat 2 Stunden lang im Wasserbade erhitzt 
1) Siehe auch C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 128, 609. 1922. 
2) C. Neuberg und L. Karezag, diese Zeitschr. 36, 62. 1911. 
3) Die Versuche sind mit Hilfe von Mitteln ausgefiihrt, die von der Centra/- 
stelle fiir Ol- und Fettforschung dankenswerterweise gewihrt worden sind. 
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Es fallt ein feinpulveriger weiBgelber Niederschlag aus, der von der 
noch heiBen Lésung abgesaugt und mit Alkohol und Ather ausgewaschen 
wird. Rohausbeute: ca. 0,7 g; Schmelzpunkt 241—242°. Beim Um- 
krystallisieren aus 70 proz. Pyridin scheiden sich goldgelbe glanzende 
Nadeln ab, die bei 243° schmelzen. 

0,1473 g Substanz: 0,3898 g CO, und 0,0909 g H,O; 

0,1577 g Substanz: 28,75 ccm N (19 und 758 mm). 

CisHisN, Ber. C = 72,18%, H = 6,76%, N = 21,05; 

(266)  gef. C = 72,17%, H = 6,84%, N = 20,80%. 

0,44 ccm frisch destilliertes Diacetyl werden mit 1,6 com Phenylhydrazin in 
5 cem verdiinnter Essigsiure 1 Stunde lang im Wasserbade erhitzt. Ausbeute: 
0,8344 g Osazon. Nach Umkrystallisieren aus wasseriger Pyridinlésung Smp. 243°. 
Eine Mischprobe des aus dem Gargute dargestellten Osazons mit dem aus Diacetyl 
bereiteten Praparate schmilzt bei 243°. 

100 cem filtriertes Gairgut werden bei 40° im Vakuum destilliert. 
Die einzelnen, in Anteilen von je 20 ccm aufgefangenen Portionen 
reduzieren gleichmaBig Fehlingsche Lésung. Der halbfeste, ebenfalls 
noch reduzierende Riickstand wird mit 100 cem Wasser aufgenommen. 
Bei der erneuten Destillation zeigen die beiden ersten Portionen zu 
je 20 cem noch eine deutliche Reduktionskraft gegeniiber alkalischer 
Kupferlésung, die beiden nichsten eine wesentlich schwichere. Der 
wiederum eingeengte Riickstand weist kein Reduktionsvermégen auf; 
nimmt man ihn mit ca. 10 cem Wasser auf, so ist jedoch eine Drehung 
von —0,60° im 2 dem-Rohr wahrzunehmen, die auf das Vorhanden- 
sein des nicht reduzierenden, laevogyren 2,3 Butylenglykols hindeutet. 
Die aus 100 cem Gargut gewonnenen Destillate werden vereinigt und mit 
einem Gemisch von 1,6 ccm Phenylhydrazin und 5cem verdiinnter Essig- 
siure 2 Stunden lang im Wasserbade erhitzt. Der ausfallende Nieder- 
schlag wird abgesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen. 
Smp. 240—242°. Rohausbeute 76mg. Aus wibriger Pyridinlésung 
umkrystallisiert, sehmilzt die Substanz bei 243°. 

2. Ein Garansatz von 21 Gesamtvolumen enthalt 15g Brenz- 
traubensiure und 150g Hefe (Rasse XII). Um innerhalb der von 
lebender Hefe vertragenen Maximalkonzentration an Brenztrauben- 
siiure (ca. | proz. Lésung) eine gréBere Menge umsetzen zu k6énnen, 
wird im vorliegenden Versuche die vergorene Brenztraubensiiure wieder 
ergiinzt, sobald sie etwa zur Hilfte verbraucht ist. 

10 cem des Giargutes werden sogleich in ein Eudiometer gefiillt, 
um an der entwickelten Kohlensiuremenge die Umsetzung der Brenz- 
traubensiure verfolgen zu kénnen. Die Vergiirung findet bei 37° statt; 
die Messung des freigewordenen Kohlensaiuregases wird nach Ausgleich 
mit der Zimmertemperatur vorgenommen. 

Nach 4 Stunden haben 10,0 cem Gargut 11,0 cem CO, geliefert. Unter 
Beriicksichtigung der Temperatur (18°), des Barometerstandes 
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(748.3 mm) und der Wasserdampftension wird die Menge der umgesetzten 
Brenztraubensaure zu 11 - 1,7865- 2 = 39,3 mg ermittelt. Von der in 
10 cem Gargut vorhandenen Brenztraubensiure (75 mg) sind bereits 
52,4°,, zerlegt. Zum Gesamtgirgut werden nochmals 7,5 g Brenz- 
traubensiure gegeben, so das der Gehalt jetzt 14,6 ¢ auf 21 betragt. 
10 cem dieser Maische entwickeln in weiteren 15 Stunden 10,0 cem CO,, 
was einem Verbrauche von 35,7 mg Brenztraubensiure (= 7,14 g im 
2-l-Ansatz) gleichkommt. Nach erneutem Zusatz von 7.5 g¢ Brenz- 
traubensiure und 100 g Hefe (Rasse XII) sind in dem Gesamtvolumen 
von 2090 cem wieder 15 g Brenztraubensiure enthalten. 10 ccm dieses 
Giargutes produzieren in 24 Stunden 8,5 cem Kohlensaiure, die einer 
Brenztraubensiureumwandlung zu <Acetaldehyd und <Acetoin von 
30,3 mg (= 6,34 g in 2090 ccm) entsprechen. Der Versuch wird ab- 
gebrochen. Von 30 g Brenztraubensiure sind 21,34 g = 71,1°,, vergoren. 

Das Girgut wird zur Vermeidung sekundirer Oxydationen in einer 
Kohlensiureatmosphire filtriert. Das Filtrat reduziert Fehlingsche 
Mischung und zeigt im 2-dem-Rohr eine Drehung von 4% = 0,57° 


Darstellung des p-Nitrophenylosazons 
CH,-C(:N-NH-C,H,- NO,)-C(: N- NH- C,H,- NO,) + CHsg. 
200 cem des filtrierten Girgutes werden mit einer Lésung von 
2.6 g p-Nitrophenylhydrazin in 78 ccm einer 40 proz. Essigsiure ver- 
setzt; es fallt augenblicklich ein reichlicher orangegelber Niederschlag 
aus. Es handelt sich um das Nitrophenylhydrazon des durch carboxy- 
latische Spaltung entstandenen Acetaldehyds,, das sich nach dem Um- 
krystallisieren aus 25 proz. Alkohol bei 128° verfliissigt. Zu dem vom 
Niederschlage befreiten Filtrate werden nochmals 5,2 g p-Nitrophenyl- 
hydrazin in 40 proz. Essigsiiure gegeben, die sich ohne Triibung mischen. 
Bei 11/,stiindigem Erhitzen im Wasserbade fallt dann ein dunkelroter 
Niederschlag aus, der hei abgesaugt und mit Alkohol und Ather ge- 
waschen und so zugleich von etwa anhaftendem Brenztraubensiure- 
hydrazon befreit wird. Rohausbeute = 0,61 g. Schmelzpunkt unter 
Zersetzung bei 308—310°. Unldslich in Wasser, Alkohol, Ather, Benzol, 
kaltem Eisessig; schwer léslich in siedendem Eisessig; leicht léslich in 
Pyridin. Krystallisiert aus einem siedenden Gemische von Pyridin und 
Kisessig in scharlachroten, zu Biischeln vereinigten Nadeln, die sich bet 
316° (unkorrigiert) zersetzen. 

0,1565 g Substanz: 0,3115 g CO, und 0,0705 g H,O. 

CieHgNeOq- Ber. C = 53,93%, H = 4,49%; 

(356) gef. C =: 54,28%. H == 5,00%. 

Die Unldéslichkeit des p-Nitrophenylosazons in Wasser und den 
meisten organischen Solventien erméglicht es, aus der Ausbeute an- 
naihernd den Umfang der Acetoinbildung zu bestimmen. 75 cem Filtrat 
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werden mit 3g p-Nitrophenylhydrazin in 90 cem 40 proz. Essigsiure 
vermischt. Der sofort auftretende orangegelbe Niederschlag (siehe 
oben) lést sich glatt beim Erwiarmen im Wasserbade. Nach 2stiin- 
digem Erhitzen ist das Osazon als unlésliches rotes Pulver ausgefallen, 
das von der heiben Lésung abgesaugt, mit Essigsiure, Alkohol sowie 
Ather griindlich gewaschen und so von Beimengungen befreit wird. 
Die im Vakuum getrocknete Substanz wiegt 0,460 g. Sie schmilzt bei 
310—312°, ist also hinlanglich rein. 0,460 g p-Nitrophenylosazon ent- 
sprechen 0,113 g Acetyl-methyl-carbinol, zu dessen Bildung 0,226 g 
Brenztraubensiure benétigt worden sind. Der Brenztraubensiureumsatz 
in 75 cem Gargut betragt auf Grund der ausgefiihrten Kohlensiure- 
messung 0,765 g; demnach sind 29,2°, der decarboxylierten Brenz- 
traubensiure biosynthetisch verwertet worden. 

3. In einem Giransatz von 31 werden 19.3 ¢ Brenztraubensiure 
angewendet. In 45 Stunden entwickeln 10 cem Giargut 14 cem CO, 
(abgelesen bei 18” und 741 mm). Es sind also 45,8 mg Brenztrauben- 
siure = 71,2°,, aufgespalten worden. 75 cem des klar filtrierten Giar- 
gutes werden mit 1,5 g p-Nitrophenylhydrazin in Essigsiiure 2 Stunden 
im siedenden Wasserbade erhitzt. Das ausgefallene, gut gewaschene 
und im Vakuum getrocknete Osazon wiegt 0,135 g. Hieraus berechnet 
sich der Umfang der Acetoinbildung zu 19,6°, der vergorenen Brenz- 
traubensiure. 

Darstellung des Semicarbazons 
CH, -CHOH-.C(: N- NH-CO- NH,) + CHg. 

1300 cem filtriertes Gargut werden im Vakuum vdllig eingeengt. 
500 cem Destillat werden durch Erwirmen im Kohlensiurestrom vom 
Acetaldehyd befreit und mit einer wiBrig-alkoholischen Lésung von 
3g Semicarbazidchlorhydrat und 3g Kaliumacetat versetzt. Nach 
cinigen Stunden wird die Lésung im Vakuum bis zur beginnenden 
Krystallisation eingedampft. Der Niederschlag wird abgenutscht; er 
wiegt 0,168 g nach dem Trocknen im Exsiccator - 0,0335 g, in 5 cem 
Wasser gelést, zeigen im 1l-dem-Rohr keine Drehung, wihrend die 
25 ecem betragende Mutterlauge im 2-dem-Rohr einen Wert von 4 
— 1,33° aufweist. Schmelzpunkt 193—194°. Aus wenig Wasser um- 
krystallisiert, schmolz die in weiBen Blattchen ausfallende Sub:tanz 
unverindert bei 193—194°. 

3,66 mg Substanz: 0,922 cem N (11° und 737 mm). 

(,H,,0.Ns - Ber - N = 28,96%; gef. N = 28,98%. 

(145) 

500 cem Destillat werden nochmals in gleicher Weise aufgearbeitet. 
Die Ausbeute des bei 193—194° schmelzenden Rohproduktes macht 
0.2194 aus. 0,0767 g in 5cem Wasser gelést, zeigten im 1-dem-Rohr 
x - 0°. Die Mutterlauge dreht im 2-dem-Rohr — 0,60°. Ob diese 
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Drehung auf ein nicht krystallisierendes optisch-aktives Semicarbazon 
oder auf beigemengtes laivogyres 2.3-Butylenglykol zuriickzufiihren 
ist, konnte nicht entschieden werden. Das durch die Elementaranalyse 
identifizierte Acetoin-semicarbazon stimmt beziiglich seines Schmelz- 
punktes mit dem von H. Biltz') beschriebenen Koérper bestens tiberein ; 
die Léslichkeit in Wasser war etwas gréBer, als nach den Angaben 
der Literatur erwartet wurde; der Ertrag an analysenreiner Substanz 
war daher nicht sehr ausgiebig. 

4. 80 ccm einer 2n-Brenztraubensiurelésung (= 14,08 g) werden 
mit 175g Bickerhefe und Wasser zu einem Gesamtvolumen von 
1600 cem bei 37° angesetzt. In bestimmten Zeitabstanden erfolgt 
a) die quantitative Ermittelung der carboxylatischen Umsetzung in 
100 cem Gargut durch Ablesen der aus 10 cem Gargut entwickelten 
Kohlensaure, b) die Feststellung der fortschreitenden carboligatischen 
Synthese durch Ausfaillung und Wagung des aus 100 cem erhaltlichen 
p-Nitrophenylosazons. Die Resultate dieser Bestimmungen sind in 
der nachfolgenden Tabelle zusammengefabt : 





_ Romteneiuve — Umsatz der Brenztrauben- b) Osazon aus Acetoin in 
nach 10 com Gargut sdure fir 100 ecm 100 ecm 100 cem 
Min. eem (37°, 756 mm) mg mg mg mg 

60 6.0 10.0 200 48 1? 
120 12,1 20,2 404 73 45 
360 17.4 IRN 576 200 5O 





Diese wenigen Daten zeigen, daB die Brenztraubensiiurespaltung 
und der biologische Aufbau zeitlich miteinander verkniipft sind. Eine 
genaue Bilanz der Brenztraubensiuregirung unter Beriicksichtigung 
des synthetischen Produktes muf® einer ausgedehnteren, im Gange 
befindlichen Untersuchung vorbehalten bleiben. 


1) H. Biltz, B. 41, 1885. 1908. 
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Krystallisierte Salze einiger physiologisch wichtiger Zucker- 
phosphorsaure-Verbindungen. 


Von 
(. Neuberg und 0. Dalmer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische 
Abteilung, Berlin-Dahlem.) 

Die Phosphorsdure-ester der Zuckerarten verdienen aus mehrfachen 
Griinden Beachtung, namentlich in physiologischer Richtung. 

Synthetisch sind soleche Produkte zuerst durch die Untersuchungen 
von Neuberg und Pollak') zugiinglich geworden. Auf biochemischem 
Wege bildet sich eine Hexose-di-phosphorsdiure aus den Komponenten 
unter Wasseraustritt bei der Digestion von Alkaliphosphaten und 
girfahigen Sechs-Kohlenstoffzuckern mit getrockneter Hefe oder ihrem 
Saft. Die Zusammensetzung der Substan? wurde von Harden und 
Young?) als die einer Hexose-di-phosphorsiure erkannt. Als dann ver- 
schiedene Autoren andere Ansichten auBerten, wurdedie Verbindung erneut 
von Neuberg mit Farber, Levite und Schwenk?) eingehend untersucht ; das 
Ergebnis war, daB die Angaben der englischen Forscher durchaus zutreffen. 

Durch partielle Hydrolyse konnte Newberg das Hexose-di-phosphat 
zu einem Hexose-mono-phosphorsdureester abbauen*), indem bei vor- 
sichtiger Behandlung mit verdiinnten Sauren, am besten mit Oxalsiure, 
ein Phosphorséure-rest austritt. 

Sowohl vom Di-phosphat als vom Mono-phosphat liegen analysen- 
reine, aber amorphe Salze vor. Die gewéhnliche Phenylhydrazin- 


verbindung des Bi-phosphats — sie ist das Phenylhydrazinsalz eines 
Fruktose-mono-phosphorsaure-osazons — krystallisiert: sie enthalt je- 


doch nicht mehr das unverinderte, zweifach phosphorylierte Molekiil 
des Ausgangszuckers, sondern leitet sich vom Mono-phosphorsdure- 
ester eines Osons ab®). Es erfolgt mimlich bei der Uberfithrung in jenes 
Osazon nicht nur die bekannte Oxydation am Nachbarkohlenstoff- 
atom zur Carbonylgruppe, sondern auch die AbstoBung des vermut- 
lich hier haftenden einen Phosphorsiure-radikals; daneben tritt weiter 


1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 23, 515. 1910; 26, 514. 1910; 
B. 43, 2060. 1913; ferner C. Neuberg und E. Kretschmer, diese Zeitschr. 36, 5. 1911. 

2) A. Harden und W. J. Young, diese Zeitschr. 32, 173. 1911. W. J. Young, 
ebenda 32, 177. 1911. 

3) OC. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 244. 1917. 

4) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432. 1918. 

5) Vgl. A. v. Lebedew, diese Zeitschr. 20, 114. 1909; 28, 213. 1910. 
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die Bildung eines sauren Phenylhydrazin-salzes mit dem verbleibenden 
Mono-phosphorsiure-ester des Hexosazons ein. Eine Darstellung auBerst 
unbestiindiger Hydrazone, die sich bald verfairben und nicht umkrystal 
lisieren lassen, fiihrte W. J. Young (Il. ¢.) aus. 

Da die Hexose-mono- wie di-phosphorsdure auch als Substrate in der 
Fermentchemie fiir Untersuchungen tiber die Phosphatasen') eine Be 
deutung erlangt haben, so war es von Interesse, krystallisierte reine 
Salze der wohl nicht sehr bestandigen und bislang nicht in reinem Zustande 
erhaltenen freien Sauren darzustellen, aus denen der Di-phosphorsiure- 
ester und der Mono-phosphorsiure-ester als unveranderte Grundkérper 
in einfacher Weise zuriickgewonnen werden kénnen. Das war, wie aus dem 
Folgenden ersichtlich ist, durch Bereitung verschiedener Alkaloidsalz 
mdoglich ; sie krystallisieren schon und sind vollig einheitlich. 

Fiir die erwahnten Enzymstudien mit Phosphatasen liegt ferner 
inder nach Newberg und Pollak synthetisch zuginglichen Saccharose-mono- 
phosphorsdure ein besonders bequemes Testobjekt vor?). Zuden Saccharo- 
mono-phosphaten gelangt man durch Behandlung des Rohrzuckers mit 
Phosphoroxychlorid in Gegenwart von Saiure bindenden Mitteln ( Phos- 
phorylierung). Das entstehende Produkt ist bisher zwar ebenfalls in 
analytisch reiner Form, aber nicht in krystallisiertem Zustande erhalten 
worden. Es wurde der gleiche Weg zur Gewinnung krystallisierter Ab- 
kémmlinge eingeschlagen. Wir waren hier imstande, das rohrzucker-mono- 
phosphorsaure Strychnin in wohl krystallisierter Form abzuscheiden. 


I, Hexose-mono-phosphorsaures Strychnin. 

2,1864 g Strychninsulfat (C,,H,.N,O,), . H, SO, + 6 H,O = '/ 49, 
Mol. werden durch Erwirmen in 100° cem Wasser gelést. Die heibe 
Lésung wird dann unter Umriihren mit 50 ccm einer ™/,)-Lésung von 
hexose-mono-phosphorsaurem Barium versetzt. Um die in der heiben 
waBrigen Losung leicht eintretende hydrolytische Dissoziation zuriick- 
zudrangen, die sich durch Abscheidung von freiem Alkaloid neben 
dem ausfallenden Bariumsulfat bemerkbar macht, fiigt man sofort 
~50—100 cem abs. Alkohol hinzu. Nach einigem Stehen in der Warme 
wird vom Bariumsulfat getrennt und das Filtrat unter vermindertem 
Druck bei 40° Badtemperatur bis fast zur Trockne eingeengt. Der Riick- 
stand wird mehrfach aus einem Gemisch von Alkohol und wenig Wasser 
umkrystallisiert und bildet dann, je nach der Geschwindigkeit der Ab- 
scheidung, Nadeln oder derbe Prismen. Diese haben keinen eigent- 
lichen Schmelzpunkt, da bereits bei 115—120° starkes Sintern eintritt. 
Bei weiterem Erhitzen farbt sich die Substanz gelb und ist bei J50 


1) Vgl. die Mitteilungen von M. Tomita (diese Zeitschr. 131, 161 und 170. 
1922); dort auch die Literatur. 

2) C. Neuberg und K. Djenab, diese Zeitschr. 82, 391. 1917. — Ferner M. Tomita, 
diese Zeitschr. 131, 161. 1922, wo auch die einschlagige Literatur angegeben ist. 
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ganz braun und schaumig. In absolutem Alkohol ist das Strychnin- 
estersalz ziemlich schwer léslich, ebenso in Wasser, womit es in der 
Hitze teilweise zerfallt. Von Accton, Essigester und Ather wird es sehr 
schwer aufgenommen. 

K's krystallisiert mit 5 Mol. Wasser, die es zum Teil bereits im Exsicca- 
tor, vollstandig aber erst nach achtstiindigem Erwirmen im Hoch- 
vacuum bei 78° verliert und beim Stehen an der Luft in mchrercn 
Stunden wieder aufnimmt. 

0,3574 g Substanz (lufttrocken) verloren 0,0318 ¢ H,O. 

(Cy) HygN,03)2 * CgH)30,P + 5 H,0: 

Ber. H,O = 8,84; gef. 8,90%. 

Die Phosphorsiurebestimmungen wurden nach Schmelzen der Sub- 
stanz mit Soda-Salpetergemisch gemaiB der Methode der Molybdat- und 
Magnesiafillungen ausgefiihrt. 

0,2692 g Substanz (lufttrocken) gaben 0,0286 g Mg,P,O,. 

(CyyHygN,0.)o * CgH,309P + 5 H,0: 

Ber. P = 3,05%; gef. 2,96%%. 

0,3239 g Substanz (wasserfrei) lieferten 0,0380 ¢ Mg,P,0,. 

(CypHggNg09)q * CgHy309P: 

Ber. P = 3,34%; gef. 3,27%. 

0,1554 g Substanz (lufttrocken) entwickelten 7,6 cem N (17° und 764 mm, 

KOH = 33%). 

(Cy,HaeN_Oo)o * CgH,30,P + 5 H,O: 

Ber. N = 5,50%; gef. 5,70%. 


Optische Drehung der lufttrockenen Substanz in 50 proz. Alkohol: 


Préparat I: [x}?. 30,61 

(ec 1,372, 2, a —0,84°), 
Préparat IT: [a]P, = —30,86% 

(c 1,442, 1 2, a —0,89°). 


Um das Strychninsalz in das Bariumsalz zuriickzuverwandeln, lost man 
es in Wasser und versetzt es mit der berechneten Menge eingesteliter Baryt- 
losung. Nach dem Abfiltrieren des Bariumsulfates und Einengen des Fil- 
trates kann man das hexose-mono-phophorsaure Barium mit Alkohol oder 
Aceton als weiBes Pulver niederschlagen. Nach dem Trocknen im Hoch- 


vakuum bei 60° zur Gewichtskonstanz zeigte es die Drehung [a]? = + 2,89 
(c = 2,076, 1 =2, a= +0,12°). 


Aus 0,2376g wasserfreie Substanz entstanden 0,1410g BaSQ,. 

C,H,,0,PBa : Ber. Ba = 34,74°,; gef. 34,92%%. 
II. Hexose-mono-phosphorsaures Bruein 

wird genau wie das entsprechende Strychninsalz bereitet. Zum Um- 
krystallisieren lést man in méglichst wenig Wasser und fiigt Aceton 
biswur Triibung hinzu. Das Brucinsalz scheidet sich darauf in gut 
ausgebildeten Krystallen ab, die sich beim Erhitzen ganz ahnlich 
wie das Strychninsalz verhalten. Es ist in reinem Wasser léslicher 
als dieses und wird dem Anscheine nach weniger hydrolysiert. In 














Krystallis. Salze physiolog. wichtiger Zucker-phosphorséure-Verbindungen. 19] 


Alkohol ist es leicht léslich, schwer in Aceton, unléslich in Ather. 
Es enthalt 9 Mol. H,O als Krystallwasser, die es unter denselben Be- 
dingungen verliert bzw. aufnimmt, wie das Strychninsalz. Zersetzt sich 
nach vorherigem Sintern und Verfarben gegen 160 

0,3455 ¢ Substanz (lufttrocken) gaben 0.0458 g H.O. 

(CygHygNzO4)2 * CgH,,09P + 9 H,0: ; 

Ber. H,O = 13,39%%; gef. 13,26%. 

0,1254 g Substanz (krystallwasserfrei) lieferten 0,0140 gy Mg,P,O,. 

(Cy3HagN2O4)2 * CoH 30gP: 

Ber. P = 2,06%; gef. 3,11%. 


Drehung in 20 proz. Alkohol: 


[a]? 26,855 
(c 1,620, / 2, a —Q,87°.) 


In gleicher Weise, wie oben beschrieben ist, wird auch ein Cinchonidin- 
salz erhalten. Es krystallisiert aus Wasser, von dem es in der Hitze leicht 
hydrolytisch zerlegt wird, in schénen Niadelchen, die bisweilen einen volu- 
minésen Brei bilden. Der Schmelzpunkt der Verbindung liegt bei etwa 
152°, dech tritt bei dieser Temperatur bercits erhebliche Braunung ein. 


III. Hexose-di-phosphorsaures Stryehnin 

wird durch Umsetzung des entsprechenden sehr wenig léslichen amor phen 
Bariumsalzes mit schwefelsaurem Strychnin gewonnen. 

Strychninsulfat wird in Wasser gelést und mit dem anderthalb- 
fachen der berechneten Menge von Bariumsalz fiinf Stunden lang in 
einer St6pselflasche auf der Maschine geschiittelt. Nach dieser Zeit 
sind in der Lésung keine SO,-Ionen mehr nachzuweisen. Der Nieder- 
schlag, der aus Bariumsulfat, iiberschiissigem Ausgangsmaterial und 
freiem Strychnin besteht, wird mittels eincs Macherey-Filters entfernt ; 
die klare Lésung wird im Vakuum stark eingeengt. Hierbei scheiden 
sich reichliche Krystallmengen ab. Beim Aufkochen mit Alkohol geht 
alles in Lésung bis auf eine flockige Triibung (Bariumsalz unverinderten 
Di-phosphorsiure-esters), von der abfiltriert wird. Die alkoholische LO- 
sung wird wiederum im Vakuum etwas konzentriert und zur Krystalli- 
sation hingestellt, die nétigenfalls durch einen Zusatz von Essigester 
gefordert werden kann. Die Krystalle sind schwer léslich in absolutem 
Alkohol, auch in der Hitze, bedeutend leichter in wassrigem Alkohol; 
sehr schwer léslich sind sie in Essigester, Aceton und Ather. Mit heiBem 
Wasser tritt allem Anscheine nach eine teilweise Dissoziation ein. 
Zum Umkrystallisieren nimmt man die Substanz in 20 Teilen 85°, igen 
Alkohols auf und fiigt zu der hei®en Lésung 15 Teile Essigester. Nach 
zwei- bis viermaliger Wiederholung dieser Prozedur erhalt man so 
ein vollig einheitliches Material, das kleine glinzende Nidelchen bildet 
und die Zusammensetzung eines sauren Salzes hat. Es sind namlich nur 


zwei von den vier sauren Wasserstoffatomen der beiden Phosphor-siure- 
Reste von dem Strychnin abgesittigt. Die Verbindung, die beim Erhitzen 
unscharf zerfallt, enthalt 2 Mol. Krystallwasser, die nach 10— 12Stunden 
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im Hochvakuum bei 60° giinzlich fortgehen. Beim Verweilen an der 
Luft nimmt der wasserfreie Kérper schnell an Gewicht zu bis zu der 
fiir 2 Mol. H,O erforderlichen Héhe. 
0,1987 g Substanz verloren 0,0074 ¢ H,O. Gewichtsvermehrung beim Stehen 
an der Luft 0,0071 g. 
0,1858 g Substanz gaben 0,0403 ¢ Mg,P,0,. 
0,1623 g¢ Substanz (lufttrocken) lieferten 7,45 cem N (17° und 762 mm) 
(Cy) HygN209)2 * CgH4O12P, + 2 H,0: 
Ber. H,O = 3,45; P = 5,94%; N = 5,36%; 
vef. H,O = 3,76%; P = 6,04%; N = 5,40%. 
Drehung in 65 proz. Alkohol: 
[a)}, = —20,4 
(c = 1,467, 1 = 2, a = —0,60°), 
a: —20,0 
(c = 1,3 2, a —(,48 °). 
[V. Rohrzucker-mono-phosphorsaures Stryehnin 
wird durch Umsetzung von Calcium-saccharophosphat (Hesperonal-cal- 
cium von FL, Merck, Darmstadt) mit aquivalenten Mengen Strychnin und 
Oxalsiiure dargestellt. 6,682 g Strychnin werden in 300 ccm heifem 
Wasser unter Zusatz von 20 ccm n-Oxalsiure gelést und noch warm 
zu einer Lésung von 6,0 g Hesperonal-calcium in 100 cem Wasser ge- 
geben. Nach Zusatz von 100 cem Alkohol wird durch Macherey- Papier 
gegossen und dann das Filtrat wie iiblich in vacuo eingeengt, wobei 
sich meistens einige feste Krystalle von Strychnin abscheiden. Beim 
Stehen und energischen Anreiben, besser auf Zusatz einiger Impfsplitter, 
erstarrt der dickfliissige Eindampfriickstand zu einem Brei von feinen 
weiBen Blaittchen, die aus wiBrigem Aceton umkrystallisiert und so in 
kleinen derben Nadeln erhalten werden; sie schmelzen bei etwa 185 
unter Gelbfairbung und allmihlicher Zersetzung. Das rohrzucker-mono- 
phosphorsaure Strychnin ist schwer léslich in absolutem Alkohol und un- 
léslich in Aceton wie in Ather; in Wasser erleidet es hydrolytische Disso- 
ziation, die durch Zusatz von Alkohol oder Aceton zuriickgedriangt werden 
kann. Zufalligerweise zeigte die Substanz praktisch keine Drehung. Sie 
enthielt 6 Mol. Krystallwasser, die wie bei den voraufge hend beschriebenen 
aihnlichen Verbindungen durch Erwarmen im Vakuum abgegeben und 
dann in Berithrung mit der Atmosphiare wieder angezogen werden. 
0,3032 g Substanz verloren 0,0266 g H,0. 
Wiederaufnahme 0,0265 g H,0. 
0,2893 g Substanz gaben 0,0281 ¢g Mg,P,0,. 
0,1470'g Substanz entwickelten 6,45 ccm N (18° und 746 mm). 
(Co;HggN20o)o + CygH30,4P + 6 H,O: 
Ber. H,O = 9,02%; P = 2,60%; N = 4,68%; 
gef. H,O = 8,77%; P = 2,70%; N = 4,94%. 


Damit sind von der hier behandelten Klasse biochemisch wichtiger 
Kohlenhydrat-ester-siuren wohl gekennzeichnete krystallisierte Salze be- 


kannt geworden. 
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Ein Beitrag zur Kenntnisder proteolytischen Enzyme des Malzes. 


Von 
Harry Lundin. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der A.-G. Stockholmer Brauereien.) 
(Eingegangen am 15. April 1922.) 
Mit 15 Abbiidungen im Text. 


Fiir den VermalzungsprozeB sind die Veriinderungen, welche in den 
stickstoffhaltigen Verbindungen der Gerste, die unter dem Kollektiv- 
namen_ ,,Eiweibstoffe’’ zusammengefaBt werden, eintreten, von der 
groBten Bedeutung. Mit Hinblick auf die lokalen Vorkommnisse 
der Eiwei®stoffe im Korne k6énnen sie auf folgende Weise eingeteilt 
werden : 

a) Physiologische oder Reserveeiweibstoffe, die in den AuBenriin- 
dern des Endosperms des Kornes unmittelbar unter der Aleuronschichte 
gelagert sind. Den wechselnden EiweiBgehalt des Kornes muf man 
zum gréBten Teil einer ungleichen Machtigkeit dieser EiweiBschichte 
zuschreiben. Bei der Vermalzung spalten sich in erster Linie diese Ei- 
weiBstoffe und die dabei gebildeten Produkte dienen teils als Nahrung 
fiir den Wurzelkeim, teils werden sie im Korne abgelagert. um dann 
wihrend des Maischprozesses in Wiirze iiberzugehen. 

b) Histologische Eiweifstoffe, die sich zwischen den stirkefiihren- 
den Zellen des Endosperms befinden und das Stirkekorn umschlieBen. 
Diese werden langsamer von den proteolytischen Enzymen angegriffen, 
verindern sich nicht so stark und bilden im wesentlichen zusammen 
mit den EiweiBstoffen der Aleuronschichte die in Wasser unléslichen 
Proteine des Malzes. 

c) EiweiBstoffe der Aleuronschichte, die keine Rolle bei der Um- 
setzung im Korne spielen, da sie in unveranderter Form in die Treber 
iibergehen. 

Die Hauptmenge der im Gerstenkorne vorkommenden Eiweib- 
stoffe ist hochmolekular und unléslich. Bei der Vermalzung sollen sie 
(die physiologischen und histologischen) durch eine Anzahl von proteo- 
lytischen Enzymen teilweise léslich gemacht und hydrolysiert wer- 
den. Das Resultat von deren Wirksamkeit bilden eine Anzahl von in 
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verschiedenen Hydrolysierungsstadien befindlichen Eiweifderivaten, 
Albumosen, Peptone, Polypeptide, Aminosiuren und Ammoniak. 

Die proteolytischen Enzyme treten sogleich bei Beginn des Malzens 
im Endosperm des Kornes in Wirksamkeit. Zum Teile kommen sie schon 
fertig im Korne vor, aber in der Hauptsache werden sie beim Keimen 
gebildet. Es gibt EiweiBenzyme von hydrolysierendem wie von syn- 
thetisierendem Charakter. Was die letztgenannten betrifft, so ist unsere 
Kenntnis von ihnen sehr gering. Vorliegende Untersuchung behandelt 
nur die eiweiBspaltenden Enzyme, Peptase und Tryptase, in Griinmalz, 
in fertigem Malz und in Malzkeimen, sowie ihr Verhalten bei Autolyse 
dieser drei Substanzen. 

Um Ergebnisse zu bekommen, die direkt auf die praktische Mialz- 
arbeit anwendbar sind, ist nicht mit gereinigten oder konzentrierten 
Enzympraparaten gearbeitet worden, sondern anstatt dessen wurde 
als Enzymsubstrat auf der Seck-Miihle fein gemahlenes Mehl von Griin- 
malz, resp. von Malz oder Malzkeimen oder Wasserextrakt davon an- 
ge wendet. 

Was die Versuche mit Griinmalz betrifft, so wurde in ein paar Fallen 
der Wasserextrakt von auf einer Fleischmaschine zerriebenen Proben 
fiinf bis sechs Tage alter Haufen verwendet, aber im allgemeinen kam 
nur auf der obersten Horde der Darre (Maximaltemperatur ungefahr 
50°C) getrocknetes Griinmalz vom Pilsner Typus zur Anwendung. 
Diese wurden samt den daransitzenden Keimen fein gemahlen und das 
erhaltene Mehl direkt verwendet. Bei den Malzversuchen wurde Pilsner- 
malz (von Schonischer Gerste) genommen. Die verwendeten Malzkeime 
stammen von einer Pilsnermalzerzeugung und haben den ganzen Darr- 
prozeB durchgemacht. 


I. Autolyseversuche. 


Als MaB fiir die Autolyse wurde (iibereinstimmend mit K.G. Dernbys 
entsprechenden Untersuchungen mit Hefe, diese Zeitschrift 81. 1917) 
die Hydrolyse der Peptidbindung (-CONH-) gewahlt, indem die Menge 
des neugebildeten Aminostickstoffes mit Sérensens Methode der For- 
moltitrierung verfolgt wurde. Mit dieser Methode erhilt man jedoch 
keinen exakten Ausdruck des Autolysenverlaufes, da der Formolstick- 
stoff nur die Wirksamkeit der Tryptase direkt indiziert und bloB in- 
direkt die der Peptase. Aus diesem Grunde wurden daher erginzende 
Versuche mit eingehendem Studium der gebildeten Autolyseprodukte 
ausgefiihrt. 

A. Griinmalz. 


Bei den unten folgenden Versuchen wurde Griinmalz von Pilsner- 
typus angewendet, das auf der obersten Horde in der Darre getrocknet 
worden war (Maximaltemperatur ca. 50°). Das Malz wurde mit daran- 
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sitzenden Wurzelkeimen auf der Seckmiihle fein gemahlen und das er- 
haltene Mehl dann direkt bei den Versuchen angewendet. 

Bei der EiweiBautolyse werden hochmolekulare Eiwei8verbindungen 
allmahlich bis zu Aminosiuren und Ammoniak gespalten. Dieses 
Phanomen begleitet eine Anderung (Verminderung) der Wasserstoff- 
ionenkonzentration, weshalb man Puffersubstanzen zusetzen mubB, 
wenn man die Autolyse bei konstantem py-Wert durchfiihren will. In 
diesem Falle sind Phosphatmischungen angewendet worden. 


In Becherkolben von 80 cem wurden 12 g Malzmehl gewogen, hierauf destil- 
liertes Wasser, Salzsiure resp. Natriumhydrat, Kochsalzlésung und Phosphat- 
mischung zugesetzt. Salzsiure und Natriumhydrat wurde in solchen Mengen 
angewendet, daB sie laut Vorversuchen den Malzlésungen die gewiinschte Wasser- 
stoffionenkonzentration gaben (siehe Tabelle I). Was die Phosphatgemenge betrifft, 
so bestanden sie aus in solchen Verhaltnissen und Mengen gemischten !/; molaren 
Lésungen von KH,PO, und Na,HPO, (Totalvolumen 25 ccm), daB nach Ver- 
diinnung auf das Volumen der Versuchslésung die gewiinschte Wasserstoffionen 
konzentration erhalten wurde. Die Kochsalzlésung wurde in solcher Menge zu- 
gesetzt, daB die totale Chlorionenkonzentration in allen Kolben dieselbe war. 
Dies, um eine eventuelle Einwirkung dieser Ionen auf den Hydrolyseverlauf 
auszuschalten. Das in jeden Kolben gegebene Fliissigkeitsvolumen machte 
genau 70 ccm aus. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, wurden 4 Serien Kolben, I, Il, III und IV, 
mit 10 Kolben in jeder Serie angewendet. Innerhalb jeder Serie variierte die 
Wasserstoffionenkonzentration iibereinstimmend mit den in der Tabelle an- 
gegebenen Werten. Die Kolben wurden im Wasserbad auf 37° erwarmt, oft um- 
geschiittelt und dann in den Thermostaten (37—39°) gesetzt. Nach 10 Stunden 
wurde Serie I, nach 22 Stunden Serie II usw. herausgenommen. Aus den heraus- 
genommenen Kolben wurden unmittelbar nach vorhergehendem Umschiitteln 
15 oder 20 com Lésung abpipettiert und in entsprechende MeBkolben von 50 ccm 
iiberfiihrt, welche sogleich zwecks Vernichtung der Enzyme 15 Minuten lang ins 
kochende Wasserbad gehalten wurden, worauf nach vorheriger Ausfillung det 
Phosphate der formoltitrierbare Stickstoff bestimmt wurde. Die Methodik hierbei 
war folgende: 

Zu den Lésungen in den MeBkolben wurde 1—2 g Bariumchlorid zugesetzt und. 
nachdem dieses sich gelést hatte, soviel kaltes, gesittigtes Bariumhydrat, daB ein 
hineingeworfenes Stiick rotes Lackmuspapier tiefblau gefiirbt wurde. Phosphate 
und Carbonate wurden hierbei quantitativ gefallt. Die Kolben wurden nun mit 
destilliertem Wasser bis zum Strich gefiillt, gut umgeschiittelt und 20 Minuten 
stehen gelassen, hierauf filtriert. In den Filtraten wurde der Formolstickstoff 
unter Anwendung von Liiers Colorimeter (diese Zeitschr. 144. 1920) bestimmt. 
Bei der Titrierung von Aminosiuren kam 0,1 n-Lauge zur Anwendung. Man kann 
mit Leichtigkeit bis zu 0,05 ccm genau ablesen, was einigen !),9-Proz. des total n 
Stickstoffs entspricht. 

Die in der Tabelle fiir die Zeit von 0 Stunden angegebenen Werte an formol- 
titrierbarem Stickstoff wurden auf folgende Weise erhalten: 30 g auf einer Seck- 
miihle fein gemahlenes Griinmalz wurden langsam 3/, Stunde lang mit 70 cem 
96 proz. Alkohol im Wasserbad von 80—85° unter standigem Umriihren gekocht, 
wobei der gréBte Teil des Alkohols sich verfliichtigte und eine halbfeste Masse 
zuriickblieb. Die Temperatur des Wasserbades wurde auf 100° erhéht und unter 
kraftigem Umriihren der Masse verschwand der letzte Alkoholrest. Nach 
Abkiihlung wurden 300 g destilliertes Wasser von Zimmertemperatur und einige 
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Tropfen Toluol zugesetzt. Unter oft wiederholtem Umriihren wurde das Mehl 
bei dieser Temperatur 3 Stunden extrahiert und dann nach Ausfallung der Phos- 
phate die Formoltitrierung ausgefiihrt (Langkammerer und Leberle, Zeitschr. f. 
d. ges. Brauwesen 1919). Da die Enzyme bei der Alkoholbehandlung vollstandig 
vernichtet worden war, reprasentiert also das erhaltene Resultat den Gehalt des 
Ausgangsmateriales an Formolstickstoff. 

Bei diesen Autolyseversuchen wurde stets Chloroform (0,2—0,3 ccm per 
Kolben) als Antisepticum verwendet. Die Fille, wo py 2,6 und 3,7 betragt | siehe 
Tabelle), liegen auBerhalb des Wirkungsgebietes der Phosphatgemenge als Puffer- 
substanzen. Primires Phosphat ist hier aber doch auch zugesetzt worden, um eine 
Ubereinstimmung mit den iibrigen Versuchen zu erzielen. Der totale Stickstoff- 
gehalt des Griinmalzes ist nach Kjeldahl bestimmt worden. Bei Bestimmung der 
Wasserstoffionenkonzentration kam, je nach den Umstiinden, sowohl die elektro- 
metrische wie die colorimetrische (mit Clark und Lubs Indikatoren) Methode zur 
Anwendung. 

Tabelle I. 

a cem 0,2n-HCl + b com 0,2n-NaOH + ¢ cem 0,2 n-NaCl + d ccm 0,2 m- 

KH,PO, + e ccm 0,2m-Na,HPO, + H,O = 70 cem + 12 g Griinmalzmehl. 
Stickstoffgehalt des Griinmalzes = 17,2 mg pro Gramm Malz. 
Wassergehalt ne 5 = 68%. 

Temperatur = 37°. 

















1 2 3 4 | 5 6 7 . 9 10 
; 1401 90 65 50 40 20/0 0 0. 0 
b 0 0 0 0.:4..0 0:0 2.0, 40: 6,0 
‘ 0 5,0 7,5 9,0 | 10,0 12,0 | 14,0 140 140 14,0 
d 25,0 25,0 | 25,0 24,5 | 24,2 23,0 | 20,0 13,5 10,5 3,0 
e Rat eS 0,5; 08; 2,0; 5,0] 11,5] 14,5 22,0 
Pu 26 36) 41 44) 48 5,5! 61] 65] 68 7,5 
Autolysezeit % gebildeter Formolstickstoff 
OStd.! 74] 74, 74) 74, 74, 741 74) 74) TA! 74 
Serie I: 10 ,, 12,3; — | 13,5 | 13,1 | 12,0 | 11,6 | 10,7 | 106) 9,2 
» fe: By 1:40.) —. 1 = i —. | -- 
. WW: 3 » | 92 | — |931/938/931] — | — |182| — | 
a ee ae ss 31,9 | 33,9 | 39,0 33,9 | 31,2 | (29,4 | 27'8 | 25.9 | 23.7 
40 Die Versuchsresultate sind 
&, graphisch in Abb. 1, 2, und 
$30 . 
£ 3 dargestellt : 
3 20 Aus Abb. 1 geht hervor, 
f daB das Autolyseoptimum bei 
g 7 einer Wasserstoffionenkonzen- 
& : . : -4,5 1: 
; tration von etwa 10 liegt. 
" Wi, 1a Nee ’R 4 Die Kurven geben die Relation 


Abb. 1. zwischen dem gebildeten For- 
molstickstoff und dem Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration 
bei verschiedenen Autolysezeiten an. Vermindert sich pg, so nimmt 
die Intensitat der Autolyse rasch ab, um bei einem Wert von 2,0—2,5 
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so gut wie wegzufallen. Eine Erhéhung von py hat dagegen keine so 


nachteilige Einwirkung auf 


die proteolytischen Enzyme. 


Noch bei 





Py 8,0 ist die Autolyse be- 

















achtenswert. ec 
In Abb. 2 wurde die Auto- 
lysezeit, in Stunden  aus- 32 
gedriickt, als Abszissen und £ 
die Prozente gebildeten For- 3 5, 
molstickstoffe als Ordinaten E 
gewahlt. ec 
In Abb. 3 kann der Opti. © 7G 
malpunkt mit gréBerer Ge- 
nauigkeit bestimmt werden als a 2 o-oo 
in Abb. 1. Als Abszissen Autolysezert in Stunden 
wurde der Logarithmus der am. % 


Wasserstoffionenkonzentration gewaihlt und als Ordinaten die Zeit 
in Stunden, die bei den verschiedenen Versuchen erforderlich war, um 
15, 20, 25, 30 und 35° der anwesenden Peptidverbindungen zu hydro- 


lysieren. Man erhalt parabelihn- 
liche Kurven mit dem Vertex bei 
4.3 bis 4,5, Zahlen, welche daher 
den Logarithmus der optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration der 
Autolyse angeben. 

Bei diesem Versuche wurde der 
Autolysenverlauf dadurch studiert, 
da®B die Neubildung der formol- 
titrierbaren Stickstoffverbindun- 
gen bestimmt Diese re- 
priisentieren jedoch nur die letzten 
Stadien der Autolyse, weshalb die 
erhaltenen Werte keinen Anspruch 
machen kénnen, ein vollstandiges 
Bild von derselben zu geben. 

Nach H. Schjerning (Meddelelse 
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Abb. 3. 


r fra Carlsbergslaboratoriet, 1914) 


verlauft die Proteinspaltung bei der Vermalzung nach folgendem 
Schema: 
T 
Q > An > Ai >» P > H > G > Stickstoff wird bei der 
Unlés- ‘ : Pept. : Entwicklung des Wurzel- 
liche Albumin Albumin Spalt- i ro keims entfernt. 
Proteine prod. Amic monia 


Tryptische Sp: 


iltungsprodukte 





lisliche Eiweifstoffe 
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Die im Gerstenkorne befindlichen EiweiBstoffe verwandeln sich 
iiber ein oder mehrere unbekannte Zwischenglieder teilweise in Albu- 
min II (Edestin). Das im Korn schon vorher anwesende und das nach 
obigem wiihrend des Keimens gebildete Albumin IT verwandelt sich 
weiter in Albumin I (Leukosin). Albumin I wird durch die Peptase in 
die peptischen Spaltungsprodukte (Denuclein + Albumosen + Pepton) 
abgebaut, die schlieBlich infolge Einwirkung der Tryptase in Amino- 
siuren und Ammoniak zerfallen. 


Autolysenversuche bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 

Unten wurde in drei verschiedenen Fallen, teils in saurer (py = 3,1 
und 4,5) und teils in neutraler Lésung (py = 6,8—7,2) die Relation 
zwischen den bei der Autolyse gebildeten Produkten bestimmt: Albu- 
mine (nach Schjerning), Peptidverbindungen (Denuclein, Albumosen, 
Peptone) Aminosauren und Ammoniak. 

In drei Serien Becherkolben (250 cem) mit drei Kolben in jeder 
Serie wurden Autolyseversuche angestellt, wie folgt: 

Serie 1. In jedem Kolben 10,5cem 0,2 n-Salzsiure + 119,5 cem 
Wasser + 13g Malzmehl + 0,4 cem Chloroform. 

Serie 2. In jedem Kolben 5,0cem 0,2 n-Salzsiure + 125 ecm 
Wasser + 0,4 ccm Chloroform -++ 13 g Malzmehl. 

Serie 3. In jedem Kolben 4,4 cem 0,2 n-Natriumhydrat + 125,6 ccm 
Wasser + 0,4 cem Chloroform + 13 g Malzmehl. 

Bei diesen Versuchen wurde infolge Mangels an Griinmalz lichtes 
Pilsnermalz verwendet. In solehem Malz, das auf der oberen Darrhorde 
auf ca. 100° C erwirmt worden war, sind die proteolytischen Enzyme 
geschwicht (vgl. 8. 209), aber im iibrigen sind die Verhiltnisse zum 
groBten Teile vergleichbar. 

Die Kolben wurden im Wasserbad bis auf 37° erwarmt und in den 
Thermostaten (37—39°) gesetzt. Nach Ablauf der in Tab. II ange- 
gebenen Zeiten wurden sie herausgenommen und filtriert. In den 
klaren Filtraten wurde bestimmt: 

a) der totale Stickstoffgehalt nach Kjeldahls Methode in 10 ccm 

=amg pro 100 ccm; 

b) die Menge des Albuminstickstoffs = b mg pro 100 ccm; 

15cem Filtrat wurde in einen 100 ccm-MeBkolben iiberfiihrt und soviel 
0,2n-Natriumhydrat zugesetzt, daB die Lésung auf Lackmus neutral reagierte, 
worauf 5 cem CaCl,-Lésung (10 proz.) und 10 cem nach H. Schjerning (Meddelelser 
fra Carlsberglaboratoriet 11. 1914) hergestellte Stannochloridlésung unter Um- 
schiitteln zugeschiittet wurden. Der MeBkolben wurde mit Wasser bis zum Strich 
gefiillt, bis zum nachsten Tag stehen gelassen und dann filtriert. In 30 ccm des 
erhaltenen Filtrates wurde der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt. Aus den 
gewonnenen Analyseresultaten kann die Menge der durch Stannochlorid fallbaren 
EiweiBstoffe, Albumine, berechnet werden. 
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c) die Summe von Amino- und Ammoniakstickstoff nach der For 
molmethode in 15 ccm = c¢ mg pro 100 ccm; 

d) der Ammoniakstickstoff in 15 cem nach Folins Methode = d mg 
pro 100 cem. 

Die in der Tabelle Il (S. 10) fiir den ,,Peptidstickstoff* angegebenen 
Werte, der den Stickstoffgehalt der anwesenden Denucleine, Albu- 
mosen und Peptone umfaBt, wurden als die Differenz a — (6 + ¢) be- 
rechnet. 

Bei Betrachtung der Kurven (Abb. 4) zu den Versuchen I und ILI, 
wo der totale Stickstoffgehalt des Filtrates ungefahr gleich ist, finden 
wir einen beachtenswerten Unterschied im Verlauf der Autolyse. Beim 
Versuch I, wo die Autolyse in saurer Lésung vor sich ging, nimmt der 
Albuminstickstoff rasch ab und nihert sich 0, waihrend er sich beim 
Versuch III, in neutraler Lésung, die ganze Zeit ungefahr konstant 
halt. Betreffs des Peptidstickstoffs sind die Verhialtnisse gerade ent- 
gegengesetzt. Und gehen wir schlieBlich zum Aminostickstoff, so fin- 
den wir, daB er sich bei beiden Versuchen kriftig unter der Autolyse 
vermehrt, in Versuch III jedoch mit betrachtlich gréBerer Geschwindig- 
keit. 

Dies zeigt deutlich, da} in saurer Lésung hauptsachlich ein pepsin- 
ahnliches Enzym arbeitet, das die hochmolekularen Eiweibstoffe des 
Malzes in Albumosen und Peptone spaltet, waihrend in neutraler Lésung 
hauptsiichlich ein trypsin- oder erepsinihnliches Enzym wirksam ist, 
das zwar nicht die oben genannten hochmolekularen Eiweibstoffe. 
wohl aber die schon pepsingespaitenen in Polypeptide und Aminosauren 
spaltet. 

Bei der optimalen Autolyse, die im Versuch Il veranschaulicht 
wird, arbeiten wahrscheinlich diese Enzyme mit derselben Intensitit 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, da der Autolyseverlauf im 
Malz ein Resultat der Wirksamkeit mindestens zweier verschiedener 
Enzyme ist. 

Die Ammoniakbildung scheint bei der Malzautolyse eine unterge- 
ordnete Rolle zu spielen. Die in der Tabelle angegebenen Werte, die 
sehr unsicher sind, sind in den Versuchen II und III am héchsten und 
scheinen anzugeben, daB die Ammoniakbildung desto lebhafter wird, 
je mehr man die Autolysezeit ausdehnt. 

Nachdem die optimale Malzautolyse in den Beharrungszustand 
gekommen ist, sind 75—80°, der anwesenden Eiweibstoffe in die 
lésliche Form iibergegangen und zwar 60°, davon in der Amin- 
Amidform. 

Betreffs der Einwirkung der Neutralsalze auf die Autolyse siche 
Seite 218. 
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Tabelle 11. 

Die Autolyseprodukte des Malzes bei verschiedener Wasserstoff- 
ionenkonzentration. Die Ziffern geben den Stickstoffgehalt der ge- 
bildeten Verbindungen in Prozenten des totalen Stickstoffgehaltes des 
Malzes an. 
0,2n-HCl resp. 0,2n-NaOH + H,O. . . = 130cem + 13g Malzmehl. 

Gehalt an Formolstickstoff des Malzmehls = 6,9°% des totalen Stickstoffgehaltes. 
Stickstoffgehalt des Malzmehls . . . . = 14mg pro Gramm Malz. 
Wassergehalt des Malzmehls . . . . . = 8,2%. 

Temperatur = 37°. 











Total-N | Albumin- Peptid-, Amino- Ammo-| Amino-N 






























































Autolysezeit PH im Filtrat N N N niak-N | + Ammoniak-N 
I8Std./ 31 428 | 45 | 293 90! 0 9.0 
Serie | { 100 3 3,1 50.6 0.5 | 285 20,6 1,0 21,6 
200 ., | 53.4 0,9 28.0 23.5 1,0 24.5 
f a 4.4 57.3 3.4 | 29,3 | 246; 0 24.6 
It 4 100 ,, 4.4 71.6 3,5 32..6:1. 30.0 + 1:0 40,3 
lo00 aaa | aoe | 261 | 413! 9'5 43.8 
{ 18 x 6.8- 42.8 5,3 | 27,0 | 105 | 0 10,5 
Ill 4 100 ,, 71 54,3 42 | 22.5 | 256 | 2.0 27.6 
lao0 ”  -74 557 | 56 | 169/292 40 33.9 
— II Totaler Stickstoff 
_ 
70 
60|— 
III Totaler Stickstoff 
I 
rN 
v 
250 
S 
s 
N II Amino- + Ammoniakstickstoff 
« 
v 
8 V4 L_——+-—¢ III Amino- + Ammontakstickstoff 
2 s9} A : 
¥ jt r. Peptidstickstoff 
a | ——— _T Amino- + Ammoniakstickstoff 
, — 
| ——— Ill Peptonstickstoff 
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B. Malzkeime. 

Bei den unten folgenden Versuchen wurden Malzkeime von Pilsner 
Malz angewendet. Diese hatten den ganzen DarrprozeB durchgemacht 
und waren daher bis etwa 100° C bei niedrigem Wassergehalt erhitzt 
gewesen. 

In Becherkolben von 250 cem wurden 10 g auf einer Seckmiihle fein gemahlene 
Malzkeime gewogen, dann destilliertes Wasser, 0,2n-HCl resp. 0,2n-NaOH, 
0,2 n-NaCl-Lésung und Phosphatmischung zugesetzt nach Tabelle IIT. Das gesamte 
zugesetzte Fliissigkeitsvolumen betrug iiberall 200 com, davon 50 ccm Phosphat- 
mischung. Die Kolben wurden wie oben auf 37° erwirmt und in den Thermostaten 
gesetzt, hierauf wie friiher der formoltitrierbare Stickstoff nach den in der Tabelle 
angegebenen Zeiten bestimmt. 

Tabelle IIT. 

a cem 0,2 n-HCl + b cem 0,2 n-NaOH 
0,2 m-KH,PO, + e ccm 0,2 m-Na,HPO, + H,O 

Stickstoffgehalt der Malzkeime = 37,7 mg pro Gramm Malzkeim. 


eem 0,2 n-NaCl + d ecm 
200 ccm + 10 g Malzkeimmehl. 


+- ¢ 

















Wasserhalt P a 9,8%. 
Temperatur = 37°. 
1 2 8 4 5 6 7 S 9 10 
a= | 20/170/120' 50/ 0 | 0 | 0 | 0 | 0/0 
b= 0 | O 0 0 0 0 5,0 9,0 | 12,0 | 17,0 
c= 0 | 60: 110 180) 230 23.0 230 230 23.0! 23,0 
d 50,0 490 | 48,7 472 400 330 260 105 6,4] 2,0 
e= 0 1,0 1,3 28 100 17,0 240 39,5 43,6 | 48,0 
Pu 3,9 4.3 4,7 5.3 6,0 6,3 6,7 yf 7,4 7.9 
Autolysezeit | °, gebildeter Formolstickstoff 
0 Std. 12,9 | 12,9 | 12,9 129 129 12.9 | 12,9 | 129 | 129 | 12,9 
i 20,2 | 23,1 | 25,5 | 27,4 27,8 | 28,5 | 28,0 | 285 | 269 | 245 


Als Antiseptikum diente 0,2 ccm Chloroform. Eine solehe Menge 
vermag die Fliissigkeit nicht langer als héchstens 20 Stunden steril zu 
halten. Nach dieser Zeit tritt namlich kraftige Sauerung ein. Der Zusatz 
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von mehr Chloroform (0,6ccem) unterdriickt die Enzymwirksamkeit 
fast vollstandig. Dies veranlaBte, dab die Versuche nicht iiber 20 Stun- 
den ausgedehnt wurden. In der Tabelle III sind die Versuchsresultate 
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angegeben. Wiederholte Versuche gaben ahnliche Werte. Die Werte 
fiir den formoltitrierbaren Stickstoff bei 0 Stuhfden wurden wie oben 
(s. S. 195) bei Malz gewonnen (15g feingemahlene Malzkeime wurden 
mit Alkohol behandelt und hierauf mit 300 ccm destilliertem Wasser 
extrahiert). 

Die Kurve 1 in Abb. 5 illustriert den Versuch. Die Kurven 2 und 3 
resultieren aus der Kolonne ,,Amino- und Ammoniakstickstoff* in 
Tab. IV, 8. 202. Das Autolyseoptimum liegt bei einer Wasserstoffionen- 
konzentration von py ca. 6,3. Die Kurve 4 zeigt die Relation zwischen 
Autolysezeit und dem gebildeten Formolstickstoff bei diesem py-Wert. 

Bei Vergleich der Autolyse in Malz und in Malzkeimen finden wir 
einen betraichtlichen Unterschied in der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration: Py ca. 4,4, resp. Py ca. 6,3. 


Die Autolyseprodukte bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. 

Auf dieselbe Weise wie erst bei Malz wurden unten bei Malzkeimen 
die verschiedenen Autolyseprodukte bei drei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen zum Gegenstande eines eingehenden Stu- 
diums gemacht. 

Tabelle IV. 

Die Autolyseprodukte der Malzkeime bei verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentration. 
0,2 n-HCl, resp. 0,2n-NaOH + 40 cem Phosphatlésungen + H,O = 130 ccm + 6 g 
Malzkeim meh. 


Stickstoffgehalt des Malzkeimmehles. . . = 37,7 mg pro Gramm. 
Formolstickstoffgehalt des Malzkeimmehles = 12,9°% des totalen Stickstoffgehaltes, 
Wassergehalt des Malzkeimmehles. . . . = 9,8%. 


Temperatur = 37°. 





| Total-N | Albumin-, Peptid-| Amino-| Ammo- Amino-N 


Autolysezelt PH | im Filtrat) = N N | niak-N| + Ammoniak-N 
18Std.) 31 548 43 | 34,7 | 158 0 15,8 
Serie | 92, | 81 57,0 4,1 | 343 | 186 | 0 18,6 
oe ie 59.5 44 | 358 193 0 19.3 
18, | g,| 57,6 16 291 | 249 | 2,02 26.9 
| 2, |_e's 67,1 18 24,5 | 382 | 26 40.8 
187 ., | 68,9 2,6 | 20,5 | 42,2 | 3,6 45.8 
Ss |ibeud oe tie | 10 
ut { 92, _7'3 | 60,5 3,3 | 22,3 | 33,1 | 1,8 34,9 
187... ‘ 65,1 3.4 | 17,5 | 386] 56 44.9 


3 Serien Becherkolben mit 3 Kolben in jeder Serie: Serie I: 70 ccm H,O 
+40cem 0,2m-KH,PO, + 20cem 0,2n-HCl+6g Malzkeimmehl + 0,4 cem 
Chloroform. py = 3,1. Serie II: 90 ccm H,O + 40 ccm 0,2 m-Phosphatlésungen 
+ 6g Malzkeimmehl + 0,4 ccm Chloroform. py = 6,1—6,5. Serie III: 85 ccm 
H,O + 40 ccm 0,2m-Phosphatlésungen + 5cem 0,2n-NaOH + 6g Malzkeim- 
meh] + 0,4 com Chloroform. py = 6,7—7,3. 

Die Kolben wurden auf 37° erwirmt und in den Thermostaten gesetzt. Nach 
den in der Tabelle angegebenen Zeiten wurden dieselben Untersuchungen aus- 
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gefiihrt wie oben bei Malz. In den beiden letzten Serien zeigten die Lésungen nach 
einiger Zeit Neigung sauer zu werden, weshalb von Zeit zu Zeit 0,2 n-NaOH zugesetzt 
werden muBte. Dies war der Grund dafiir, daB die Wasserstoffionenkonzentrat ion 
nicht auf einem bestimmten Wert gehalten werden konnte (die erforderlichen 
p,,-Bestimmungen wurden ausgefiihrt, indem zu ungefahr 0,5 cem Lésung etwas 
Bromthymolblau getropft wurde). 


Aus Tabelle [V und den Kurven in Abb. 6 ersieht man, daB es in 
Malzkeimen kein Enzym gibt, das in saurer Lésung wirkt. Versuch I 
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Abb. 6. 


liegt fast ganz auBerhalb des Wirksamkeitsge bietes der Malzkeimenzyme, 
was daraus hervorgeht, da die Mengen der verschiedenen Spaltungs- 
produkte sich wahrend der Versuchszeit nur wenig aindern. Bei der 
Malzkeimautolyse scheinen keine pepsinihnlichen Enzyme mitzuwirken 

Bei Betrachtung des Versuches II, der im Optimumgebiet der Auto- 
lyse ausgefiihrt wurde, finden wir eine kraftige Steigerung des Formol- 
und eine entsprechende Verminderung des Peptidstickstoffs. Daneben 
hat gegeniiber I der Albumingehalt bedeutend abgenommen. Hieraus 
und aus unten mitgeteilten Versuchen kénnen wir den SchluB ziehen 
daB in Malzkeimen trypsinahnliche Enzyme vorkommen, die, im 
Gegensatz zu den entsprechenden Malzenzymen, auch die hochmole- 
kularen Eiwei®kérper des Malzkeimes spalten. 
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Gehen wir schlieBlich zu Versuch III iiber, so finden wir, daB der Al- 
bumingehalt héher als in II ist. Die Spaltungsfaihigkeit der Autolyse- 
enzyme ist Albuminen gegeniiber hier also herabgesetzt. Betrachten wir 
dagegen den Peptidstickstoff, so sehen wir, daB er niedrigere Werte auf- 
weist als bei I] und daB der Formolstickstoff in entsprechendem Grade 
sich vermehrt hat, so daB er trotz des niedrigeren totalen Stickstoff- 
gehaltes des Filtrats doch fast denselben Wert wie in Versuch II erreicht. 
Dies scheint zu zeigen, daB die Autolyse nicht bloB ein Ergebnis der oben 
erwaihnten trypsinihnlichen Enzyme ist, sondern das daran auch nur 
peptidspaltende Enzyme teilnehmen, z. B. erepsinahnliche, welche opti- 
mal in einer schwach alkalischen Lésung arbeiten. 

Was die Ammoniakbildung betrifft, so sind die Analysenresultate 
zu unsicher, um bestimmte SchluBfolgerungen zuzulassen. Hier wie bei 
der Malzautolyse wird diese Abspaltung méglicherweise von besonderen 
Enzymen, Desamidasen, vermittelt. 

Betreffs der Einwirkung der Neutralsalze s. 8S. 218. 

Um eine bessere Ubersicht iiber die Wirksamkeit der Enzyme bei 
den in Tabelle Il und LV mitgeteilten Autolyseversuchen zu bekommen, 
ist der Stickstoffgehalt der Spaltungsprodukte bei einer Autolysezeit von 
200, resp. 187 Stunden in Prozente des totalen Stickstoffgehaltes des 
Filtrates umgerechnet worden. 











Tabelle V. 
Malzautolyse ee 

‘ r ‘ Be peak b we | der Spal- 100-¢ 
Zeit i . tungs- bie | = 

Albumin-N | Peptid-N ™ one ot ce —, | 

; oN SRR | 
Serie I: 200 Std. 1,7 52.4 | 45,9 98,3 46.6 3.1 
y eee oS 5,7 35,2 59,1 94,3 62,7 44 

ee hee ee 10,1 30.3 59.6 89.9 66,3 6,8—7,1 


Die Werte in Tabelle V fiir Albumin und fiir die Summe der Spal- 
tungsprodukte illustrieren die in saurer Loésung wirksame Malzpeptase. 








Tabelle VI. 
Maizkeimautolyse pa 
Albumin-N_ Peptid-N i Fon tar me op 
Serie I: 187 Std. 7,4 60,2 32,4 92.6 35,0 3,1 
~ She ee 3,7? 29.8 66,5 96.3 69,1  6,1—6,5 
air? eet 5,2 26.9 67.9 94.8 71,6 | 6,7—7,3 
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Die vorletzte Kolonne gibt den gebildeten Formolstickstoff in Prozenten 
der Summe des Stickstoffgehaltes der Spaltungsprodukte an und indiziert 
somit die Tryptase des Malzes, die in schwach saurer oder neutraler 
Léisung arbeitet. Tabelle VI bestatigt, was auf 8S. 15 dargelegt wurde. 
Aus dem niedrigen Gehalt an ,,Peptid**-Stickstoff und dem hohen For- 
molstickstoffwerte in Prozenten der totalen Menge der Spaltungs- 
produkte in Serie III kann man die Existenz eines méglicherweise 
erepsinahnlichen Enzyms in den Malzkeimen vermuten (da die Versuchs- 
fehler 1 bis 2°,, ausmachen, miissen die Resultate mit Vorsicht beurteilt 
werden). 

Aus Abb. 4 und 6 wie aus obigen Tabellen geht hervor, dal der 
optimale Autolyseverlauf bei Malz und bei Malzkeimen relativ tiber- 
einstimmt. Der totale Gehalt an in Lésung gehenden Stickstoffver- 
bindungen ist im erstgenannten Falle etwas gréBer, aber die gebildeten 
peptischen Autolyseprodukte spalten sich lang nicht so weit wie im 
letzterem Falle. 


Aus den erzielten Resultaten geht deutlich hervor, daB in Malz und 
in Malzkeimen eine Anzahl verschiedener proteolytischer Enzyme vor- 
kommen, Peptasen, Tryptasen sowie eventuell Ereptasen und Desami- 
dasen. Die letztgenannten scheinen eine sehr untergeordnete Rolle zu 
spielen. Bei der Malzautolyse sind die peptischen Enzyme stark neben 
den tryptischen vertreten, wogegen die Malzkeimautolyse ein Resultat 
von in iiberwiegendem Grade tryptischen Enzymen zu sein scheint 

Um die in Malz und in Malzkeimen vorkommenden Enzyme von 
Peptase- oder Tryptasecharakter niher zu untersuchen, wurden unten 
Versuche so angeordnet, da Enzymsubstrat oder Enzymlésungen mit 
EiweiBstoffen von verschiedenen Hydrolysegrad, Acidalbumin, Gelatine 
und Witte-Pepton, reagieren gelassen wurde, wobei die Wasserstoff- 
ionenkonzentration fiir die Wirksamkeit der verschiedenen Enzyme 
in jedem Fall bestimmt wurde, mit anderen Worten, es wurden Versuche 
angestellt, um die Wirksamkeit der verschiedenen Enzyme zu isolieren 

Auf diese Weise ist konstatiert worden, daB a) im Malz vorkommt: 

1. Malzpeptase (eine oder mehrere), die in léslichen Eiweibstoffe 
des Malzes und Gelatine, nicht aber Eialbumin, in Albumosen und Pep- 
tone spaltet. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir diese Re- 
aktion liegt bei Malz bei py 3,7—4,3 und bei Griinmalz bei py 3,2. 

2. Malztryptase (eine oder mehrere), die weder die hochmolekularen 
EiweiBstoffe des Malzes noch Eialbumin noch Gelatine, wohl aber deren 
peptische Spaltungsprodukte sowie Witte-Pepton, wenn auch unvoll- 
standig, in Polypeptide und Aminosiiuren spaltet. Die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration ist p, 6,1—6,4 (Griinmalz spaltet 
W itte-Pepton). 
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b) In Malzkeimen Malzkeimtryptase (eine oder mehrere) vorkommt, 
die die léslichen EiweiBstoffe des Keimes (aber nicht Eialbumin), Gela- 
tine und Witte-Pepton in Polypeptide und Aminosauren spaltet. Die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration ist py 6,2—6,4 (Gelatinespal- 
tung py 6,4—7,3). 

Die Autolyse ist bei Malz und bei Malzkeimen ein Resultat der 
Arbeit verschiedener proteolytischer Enzyme und verlaiuft nur bei einer 
solchen Wasserstoffionenkonzentration, die deren gleichzeitige Wirk- 
samkeit zulaBt. Bei Malz tritt die Autolyse bei einer Wasserstoffionen- 
konzentration ein, die in der Mitte zwischen der der Peptase und der der 
Tryptase liegt. Eine kleine Veriinderung in der Wasserstoffionen- 
konzentration muBb einen groben Unterschied in der Autolyseschnellig- 
keit hervorrufen, da hierdurch der aktive Teil eines der Enzyme ver- 
mehrt wird, wogegen bei den tibrigen eine Verminderung eintritt. Bei 
der optimalen Autolyse ist nur ein Teil eines jeden Enzyms aktiv, was 
erklart, da® fiir die vollstandige Autolyse ungefiihr 10 Tage erforderlich 
sind. 

Schjerning gibt an (Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet, 9), 
daB die maximale Proteolyse bei Wasserstoffionenkonzentrationen ver- 
lauft, die gréBer sind als 0,122-10°° und die minimale bei solchen, 
geringer als 0,122-10°® ZL. Adler (Zeitschrift fiir das gesamte Brau- 
wesen, 1917, 8. 129) hat die gleichzeitige Wirksamkeit bei Peptase und 
Tryptase in Malz bestimmt und gefunden, daB der gr6Bte Effekt zwischen 
Py 4.3 und 5,0 eintritt. 

K. G. Dernby (loco cit.) hat gefunden, daB die optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration fiir die Autolyse bei untergiiriger Brauereihefe bei 
einem Wert von 10° liege. 

Unten werden die Bezeichnungen Peptase und Tryptase in kollektiver 
Bedeutung gebraucht werden, wenn mehrere gleichartige Enzyme von 
Peptase- oder Tryptasecharakter vorkommen. 


II. Malzpeptase. 


Peptische Malzenzyme wurden durch Studium ihrer Wirkung auf 
Thymolgelatine untersucht. Diese Methode ist vorher von Palitsch und 
Walbum (diese Zeitschrift 47, 1, 1912) sowie von Dernby (loco cit.) an- 
gewendet worden. 

175g Gelatine werden in 350g warmem Wasser gelést, hierauf 0,5g Thymol 
zugesetzt. Die Lésung wird dann mit warmem Wasser bis auf ein Gewicht von 
550 g verdiinnt und im Eisschrank aufbewahrt. Diese Stammlésung enthalt 
41 mg Stickstoff pro Gramm. Bei den unten folgenden Versuchen wurde eine 
Verdiinnung von 20g Stammlésung mit 100 g lauem Wasser angewendet. 

In jeder von einer Anzahl (siehe Tabelle VII) Proberéhren wurden 4 ccm 
verdiinnte Gelatine mit destilliertem Wasser und Salzsiure resp. Natriumhydrat 
so gemischt, daB die in der Tabelle angegebenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
und ein Totalvolumen von 8 cem resultierten, worauf 2 cem Enzymlésung zugesetzt 
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wurde. Die Réhren wurden im Wasserbad unmittelbar auf 37° erwarmt, gut 
umgeschiittelt und in den Thermostaten gesetzt (37—38°). Die Enzymlésung 
wurde auf folgende ‘Weise bereitet: 100 g fein gemahlenes Griinmalz (dasselbe Malz 
wie bei den obigen Autolyseversuchen) wurden ein paar Stunden unter oft wieder- 
holtem Schiitteln mit 400 g destilliertem Wasser bei Zimmertemperatur extrahiert. 
Das durch Filtrieren erhaltene klare Filtrat wurde direkt zu den Versuchen an 
gewendet. 

Nach einer gewissen Zeit (siehe Tabelle) wurden die Proberéhren aus dem 
Thermostaten genommen, nach vorherigem Umschiitteln 15 Minuten lang in Eis 
wasser gestellt und dann die Konsistenz bestimmt. Dieser ist in Ubereinstimmung 
mit Dernby folgende Ziffergradation gegeben worden: 

0 = vollstandig fest, 


] fest, aber die Masse wird bei einigermaBen starkem Nchiitteln locker, 
2 = fest, aber die Oberfliche bewegt sich beim Schiitteln; 

3 = weich, 

4 = halbfliissig, 

5 = fast fliissig, 

6 = diinnfliissig. 


Salzsiure bei 37° wirkt nicht auf das Erstarrungsvermégen der Gelatine, was 
Natriumhydrat dagegen tut, und im Falle dieses angewendet wurde, muBten die 
Proben vor der Analyse neutralisiert werden. Die Wasserstoffionenkonzentration 
wurde elektrometrisch bestimmt. Sie anderte sich waihrend der Reaktion nur 
unbedeutend. 

Tabelle VII. 

4 ccm Gelatine + a ccm 0,2n-HCl + b cem 0,2n-NaOH -~- 2 com Enzym- 
losung + H,O = 10 cem, 

lcem Gelatine enthalt 7 mg Stickstoff. 

Stickstoffgehalt des Griinmalzmehles = 17,2 mg pro Gramm. 
Wassergehalt - a 6,8°%. 
Temperatur = 37° 














1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 18 14 

a 2,0 15°13 1,1 10:09 08 0503 0 0 0 0 0 

b= 0/10 10 |0 |}0 |0 |0 |0 |0 |0 |03 04/06 | 08 

Pu 2.0 24 2.8 30°32 34'3,7 42 48 58.68 74 82 92 
Verdauungszeit Verfliissigungsgrad der Gelatine 

120 Std. 2 1/25/1351 4145) 41851/25'2 2 2 2 |2 2 

180, — —i@ |% |\86'9 12 2 12 (3 

210. 35'5 155) 6 155 4513513 25 25 251/25 25 

Blindprobo | 2/2;2/2/2/'2'2'2;\;2/}/2}/2]/2 > 2/2 


Die in Tabelle VII angegebenen Werte sind in Abb. 7 graphisch dar- 
gestellt. Als Abszissen sind die Logarithmen der Wasserstoffionenkon- 
zentration, py, und als Ordinaten die erhaltenen Zifferausdriicke fiir den 
Verfliissigungsgrad der Gelatine nach einer bestimmten Versuchszeit 
gewahlt worden. Aus der Figur geht hervor, daB das Vermégen der 
Enzymlésung, Gelatine zu spalten, bei py 3.1—3,.4 am grObten ist. 

Ahnliche Versuche wurden auch mit Griinmalzmehl anstatt Enzym- 


lésung ausgefiihrt. Hierbei ersetzten 1 g Griinmalzmehl und 2 cem 
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Abb. 7. 


Wasser die im vorigen Versuch verwendete Enzymlésung von 2 ccm. 
Die Resultate, die mit dem vorhergehenden Versuch vollstindig iiber- 
, einstimmen, finden sich in 
Tabelle VII und Abb. 8. (Ver- 
fliissigungsgrad der Gelatine.) 

Aus den bei diesen beiden 
Versuchen gewonnenen Resul- 
taten ziehen wir den SchluB, 
| daB sich im Griinmalz ein pep- 
tisches Sekretionsenzym vorfin- 
} eee Sees det, das in bezug auf Wasserstoff- 
ionen bei einer Konzentration 
derselben von 107°” Gramm- 
ionen per Liter optimal wirkt. 
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Tabelle VIII. 
| 4 ccm Gelatine +a ccem 0,2n-Salzsiure + b ccm 0,2n-Natriumhydrat 
+ Wasser = 10 ccm + 1 g Griinmalzmehl. 
lcem Gelatine enthalt 7 mg Stickstoff. 
Stickstoffgehalt des Griinmalzmehls = 17,2 mg pro Gramm. 
Wassergehalt » = 6,8%. 
Temperatur = 37°. 








1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 il 12 18 











2 20 18 1,5 13 10 08 05 03 0 
i bus 0 10 |0 |/0 !0 |0 {0 |0 /0 '08\04/ 06/08 
| Pa= | 28 |80/32/35| 39 | 43/47] —|5,8| — | — | — | 80 
Verdauungszeit Verfliissigungsgrad der Gelatine 
90 Min. | 25 35/45'3 25/2512 (2 2 a 
EE WA wilh 
50, | 5 [55/6 |55| 5 |4 13513 | 28 2,5 - 
isc —~ 16 '6 16 | 551/45/4 (35/35/25 125 ra 
20; i 6 |6 (6 |6 | 6 (55/5 |4 (3 (25/2 | 2 | 2 
Blindprobe | 2/2 12 2 + 2/2 12 |2 |2 |29 2 12/2 
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Ahnliche Versuche wurden auch mit fertigem Pilsner Malz ausgefiihrt, das 
bei niedrigem Wassergehalt auf der Darre bis auf 100° erhitzt worden war. 
In Becherkolben wurden 30 ccm der, wie oben angegeben, verdiinnten Gelatine- 
lésung mit verschiedenen Mengen 0,2n-Salzsiure, resp. Natriumhydrat (siehe Ta- 
belle IX), 0,2 n-Kochsalzlésung und destilliertem Wasser bis auf ein Totalvolumen 
von 60 ccm gemischt und dann 6g feingemahlenes Malzmehl (von Schonischer 
Gerste) zugesetzt. Die Kolben wurden auf 37° erwirmt und in den Thermostaten 
gestellt. Nach Ablauf der in der Tabelle angegebenen Zeiten wurden nach vorher- 
gehendem Umschiitteln von jedem Kolben mit einer Pipette 5 ccm Lésung ab- 
gezogen und in diinnwandige Proberéhren iiberfiihrt. Nach Abkiihlung derselben 
mit Eiswasser durch 15 Minuten wurde die Konsistenz bestimmt. 
Nach dem, was aus Tabelle LX und Abb. 9 erhellt, liegt die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration hier bei einem py 3,7—4,4, d.h. nicht 





so sauer wie bei Griinmalz, und sie ist 6 : 
auBerdem tiber ein gréBeres Gebiet aus- y 

gebreitet. Die im spateren Teil der $5 | 
Darrperiode herrschende hohe Tempe- i be | 
ratur scheint also die Eigenschaften 8 


der Peptase etwas zu verindern. 
Bei Vergleich mit Tabelle VIII 
ersieht man, da das Gelatinespal- 
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Im ersten Falle nimlich sind nicht mehr 
als 150 Min. fiir den Verfliissigungsgrad 
6 erforderlich, im zweiten dagegen 
wenigstens 255. Die hohe Darrtemperatur wirkt also zerstérend auf dic 
Peptase und verschiebt ihr Optimum etwas auf die alkalische Seite. 
Tabelle IX. 
30 cem Gelatine +a cem 0,2n-HCl + b ccm 0,2n-NaOH + ¢ ccm 0,2 n-NaC! 
Lésung + H,O = 60 cem + 6g Malzmehl. 
leem Gelatine enthalt 7 mg Stickstoff. 
Stickstoffgehalt des Malzmehls = 16,0 mg pro Gramm Malz. 
Wassergehalt a re 8.3%. 
Temperatur = 37 


i) 


2 3 4 5 


Abb. 9. 











1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 
a 12 10 8 6 4 2 0 0 0 0 0 
b 0 0 0 0! 0 0 oT 2 4 6 8 
c 0 2 4 6 8 | 10 12 12 12 12 12 
Pa | 2.4 2.8 3,3 WY 4.0 4.4 4.8 5,2 5.6 5.9 6,2 
Verd szeit ‘ 
yt ‘Sees Verfliissigungsgrad der Gelatine 
90 Min. 2 2 28:1. 2g 3 25 | 2 2 0 | 15 
165 2 2 eo ets 4 3 2 2 2 2 
225 2 3 4 | 5.5 5.5 5 4 2.5 z 2 2 
255, Siete Fe te eo Fa St TLS 
20g, 2 2 rs 6 5.5 | 5 3 <a e 2 
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Bei seinen Untersuchungen iiber den Einflu8 der Wasserstoffionen 
auf die Wirksamkeit des Pepsins im Magensaft hat Sdérensen die Spal- 
tung des Eialbumins bei verschiedenen py-Werten durch das in Frage 
stehende Enzym studiert. Beim Versuche, diese Untersuchungsmethode 
auf Malzpeptase anzuwenden, zeigte es sich, daB dieses Enzym Eialbu- 
min oder daraus nach Dernby (loco cit.) dargestelltes Acidalbumin tiber- 
haupt nicht angriff. 


Die Einwirkung der Neutralsalze auf Malzpeptase. 

Bei dieser Untersuchung wurde der Einfachheit halber nur die Ge- 
latinemethode angewendet. Die Versuche wurden bei der fiir Griinmalz- 
peptase optimalen Wasserstoffionenkonzentration von py 3,2—3,4 aus- 
gefiihrt. 

In Becherkolben wurden 25 ccm Gelatine (verdiinnte Stammlésung) mit 
9,00 cem 0,2n-Salzsiure, 8ccm 3n-Salzlésungen nach Tabelle X und 18 ccm 
destilliertem Wasser gemischt. 6g Griinmalzmehl wurden zugesetzt, dann die 
Kolben auf 37° erwirmt und in den Thermostaten gesetzt. Nach Ablauf der in 
der Tabelle angegebenen Zeiten wurde die Konsistenz auf dieselbe Weise wie oben 
beim Versuch mit Malz bestimmt. Die zugesetzten Neutralsalze hatten in der 
Versuchsfliissigkeit eine Konzentration von 0,4° Grammiquivalenten per Liter. 
Nach Dernby (1. c.) erhilt man nimlich bei Anwendung von gréBeren als n-Salz- 
konzentrationen unsichere Resultate auf Grund teilweise eintretender Aussalzung 
der Gelatine, die die Fliissigkeit nur mit Schwierigkeit fest werden lat. Bei niedri- 
geren Salzkonzentrationen tibt das zugesetzte Salz keinerlei Wirkung auf die 
Erstarrungsfihigkeit der Gelatine aus, 


Tabelle X. 














1 2 3 4 5 6 7 s 9 
Zugefiigtes Salz | _ Ohne NaCl KCl | KBr KJ | KNO, |Na,SO, CaCl, | MgCl, 
Salszusatz 

Pa 3,35 | 3,85 | 8,35 | 3,35] 33 | 32 32 | 34 | 34 
Verdauungszeit Verfliissigungsgrad der Gelatine 
60 Minuten | 35 | 3513514 1/4 | 8515 | 35 | 35 
90 “ 3,5 4 4 4 4 4.5 5 3,5 3.5 
120 e 4 4 4 4.5 4.5 45 | 55 3,5 + 
. eae 5 5 4,5 | 5 45 )}.5 | 6 ee 
210 2 6 6 5,5 6 5 6 | 6 4.5 4,5 


Nur in den beiden letzten Fallen, wo CaCl, und MgCl, zugesetzt 
wurden, konnte eine beachtenswerte Hemmung der Enzymwirksamkeit 
beobachtet werden. Dernby hat betreffs MgCl, dasselbe Phinomen bei 
seinen Untersuchungen mit Hefepepsin und Hefeereptase beobachtet. 
Bei Anwendung von KNO, und Na,SOQ, scheint eine Aktivierung der 
Enzymwirksamkeit vorzuliegen, die aber vermutlich dadurch zu er- 
klaren ist, daB die Wasserstoffionenkonzentration hier etwas mehr 
optimal liegt. 
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Als allgemeines Urteil kann gesagt werden, daB Neutralsalze, die 
die Wasserstoffionenkonzentration nicht verindern, bei der hier 
angewendeten Kynzentration nur eine unbedeutende Wirkung auf die 
Gelatinespaltungsfihigkeit der Malzpeptase ausiiben. Dagegen sind 
Wasserstoff- oder Hydroxylionenkonzentrationen von fundamentaler 
Bedeutung fiir die Enzymwirksamkeit. 

Die Malzpeptase hydrolysiert demnach die eigenen Eiweibstoffe des 
Malzes (aber nicht Eialbumin und daraus dargestelltes Acidalbumin) 
und Thymolgelatine in Albumosen und Peptone. Die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration fiir diese Reaktion liegt beim Griinmalz bei 
Py 3,2—3,4 und beim Malz bei py 3,7—4,3. Hierin unterscheidet sich 
dieses Enzym vom Pepsin des Magensaftes (Sdrensen) und von Hefe- 
pepsin (Dernby), wo die entsprechenden Ziffern 1,5, resp. 4—4,5 be- 
tragen. 

Die Neutralsalze haben nur einen sehr unbedeutenden EinfluB auf 
die Enzymwirksamkeit. Malzpeptase kommt als Sekretionsenzym vor. 
Ob sich auch peptische Endoenzyme vorfinden, ist nicht festgestellt 
worden. Die effektive Enzymkonzentration ist bei Griinmalz bedeutend 
gréBer als bei Malz. 

Ill. Malztryptase. 

Um die Sauerungsbedingungen der tryptischen Enzyme des Malzes 
zu bestimmen, wurde unten ihre Hydrolyse des Witte-Peptons bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen untersucht. Die Methode 
ist dieselbe, die Michaelis und Davidsohn (diese Zeitschrift 36. 1911) 
bei ihren Untersuchungen des Pankreastrypsins und Dernby (loco cit.) 
bei Hefetryptase anwendeten. 

Die Peptonlésung wurde in Ubereinstimmung mit Dernby auf folgende Weise 
bereitet: 40 g Witte-Pepton wurden in der Schiittelmaschine 2 Stunden lang mit 
1 Liter Wasser geschiittelt, die Lésung mit Tierkohle im Wasserbad erhitzt, ein 
paar Minuten gekocht und filtriert (bei Bedarf durch Kieselgur). Das vollstandig 
klare Filtrat wurde mit einigen Tropfen Chloroform versetzt und im E:skasten 
verwahrt. 

In Becherkolben von 200 cem wurden 50 ccm Peptonlésung, Salzsiiure resp. 
Natriumhydrat (so, daB die gewiinschte Wasserstoftionenkonzentration erreicht 
wurde), 50 cem Phosphatlésungen, Kochsalzlésung (so, da8 iiberall dieselbe Chlor- 
ionenkonzentration resultierte) mit destilliertem Wasser bis auf 170 ccm gemischt. 
Jedem Kolben wurden hierauf 6 g Griinmalzmehl zugesetzt. Als Antisepticum 
diente 0,2 cem Chloroform, Die Versuchstemperatur war 37°, Nach Ablauf der 
in der Tabelle angegebenen Zeiten wurden nach vorhergehendem Umschiitteln 
20 ccm Lésung auf MeBkolben von 50 cem abpipettiert und 15 Minuten lang ins 
kochende Wasserbad gestellt, so daB die Enzyme vernichtet wurden, Nach Aus- 
fallung der Phosphate wurden die Lésungen wie oben formoltitriert. 

Tabelle XI zeigt die Anzahl Milligramm des beim Versuch gebildeten Formol- 
stickstoffs, Die priexistierende Menge Formolstickstoff in der Peptonlésung und 
im Malzmehl ist mithin in diesen Werten nicht mitberechnet. 

14* 
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In Abb. 10 stellen drei Kurven, 1, 2 und 3, entsprechend einer Ver- 
suchsz eit von 15, 48, 65 Stunden die Variation des Formolstickstoffs 
mit der Wasserstoffionenkonzentration dar. Die Tabellenwerte ent- 
halten eine beachtenswerte Menge Formolstickstoff. 


Tabelle XI. 
a cem 0,2 n-HCl +b cem 0,2 n-NaOH + ec ecm 0,2 n-NaCl +d ccm 
0,2m-KH,PO, + e ccm 0,2m-Na,HPO, + 50 cem Peptonlésung + Wasser 
170 cem + 6 g Griinmalzmehl. 
Stickstoffgehalt des Griinmalzes = 17,2 mg pro Gramm Malz. 


Wassergehalt _ s. == 6,8%. 
Gehalt des Griinmaltes an priiexi- 
stierendem Formolstickstoff = 7,4%. 


Temperatur = 37°. 














1 2 8 4 | 5 6 7 Sk uh ae i ts 
a 15,0}11,0; 8,0} 5,8] 50] 2,4; 0,3 - ~ - 
b —{|—j;—{|—}—}]—|—|] —! 1,5] 32] 50] 60 
¢ 0 40) 7,0| 9,2/ 10,0 | 12,6/14,7 15,0| 15,0! 15,0 15,0. 15,0 
d 50,0 50,0 | 48,7 | 47,7 | 47,2 | 43,7 | 40,0 33,0 | 26,2} 16,0) 80!) 6,0 
e io}; 0 13} 23 28) 63/100 17,0 | 23,8 | 34,0| 42,0) 44,0 
Pu 3,5/ 4,0!) 46] 50} 52] 58) 60) 63! 66) 7,0! 7,3) 7,5 
Autolysezeit mg Formolstickstoff 
0 Stunden 0 | 0 0 0 fe ee ei 9 0 0 0 0 
eis — | — |396! — | — 1346! 83,7! 33,7 / 33,0/ 29.2) — | 23.2 
15 Se - | 35,5 | 39,6 | 40,1 | 39,7 | 40,8 | 39,9 | 39,7; — | 34,1/ 30,8) - 
24 if 48,2 | 51,6 | 55,9 | 55,9 | 55,9 | 55,9 | 55,9 | 54,2 52,5) 49.0); — 
48 me 74,5 | 78,9 | 86,5 | 86,5 | 86,3 | 86,5 | 86,3 | 86.2; — | 791; — | - 
65 ss | 81,7 | 86,9 | 93,4 | 93,9 | 93,9 | 94,9 | 94,9 | 93,9} — | 87,7/83,4| - 


der sich aus dem Griinmalz gebildet hat; daher mu man, um die Re- 
aktion der Malztryptase mit der Peptonlésung tiberblicken zu kénnen, 
diesen Stickstoff quantitativ genau kennen und die Tabellenwerte dem- 
entsprechend herabsetzen. Beim Autolyseversuch in Tabelle I wurde 
dasselbe Griinmalz wie bei diesem Versuche angewendet, weshalb man 
die gewiinschten Formolwerte, entsprechend einer Autolysezeit von 
15, 48 und 65 Stunden, aus Tabelle I und Abb. 2 erhalten kann. Der 
priiexistierende Formolstickstoff, der 7,4°% des totalen Stickstoffge- 
haltes im Griinmalz erreicht, wird abgezogen und wir finden auf diese 
Weise, daB bei obigem Versuch folgende Anzahl mg Formolstickstoff 
vom verwendeten Griinmalz herriihren: 








PH = 
Verdauungeszeit f “4 
36 4,1 4,8 55 6,1 6,5 68 7,5 
0 Stunden 0 ee oe 0 | 0 0 0 0 
ees 7,1 a0) “Os AS 5,5 44 4,0 
48 e: 192 | 205 | 20,5 18,1 | 16.8 15,1 13,4 12,4 
65 ‘ 24,0 26,1 26,1 9333314 213 20.0 17.0 15,8 
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Tabelle XII. 


Vom Peptidstickstoff der Pepte 


mlésung sind folgende 


zent Formolstickstoff gebildet worden: 





Verdauungszeit 8,5 4,5 

O Stunden 0 0 
15 10 14 
48 ie 27 30 
65 ” 28 31 


Pu 
55 6,3 7,0 ves) 
°%, Formolstickst off 
0 0 0 0 
16 16 14 12 
32 34 31 29 
33 35 33 31 


Die Kurven 4,5 und 6 in Abb. 10 repriisentieren diese Tabelle. 


Ziehen wir diese Kurve von den Kurven 1, 


wir die Kurven 7, 8 und 9, die 
mithin Reaktion Malz- 
tryptase mit dem Pepton indi- 
zieren. Das Optimum liegt um py 
6,3. Die den Kurven entsprechen- 
den Ordinaten geben die Anzahl 
mg Formolstickstoff an, der bei 
verschiedenen Zeiten und py-Wer- 
ten sich aus dem Pepton bildete. 
In Tabelle XII sind diese Formol- 
werte fiir Wasserstoffionen- 
konzentrationen py 3,5, 4,5, 5,5, 
6,3, 7,0 und 7,5 in Prozente des 
urspriinglichen Peptidstickstoff- 
gehaltes des Peptons umgerechnet 
worden. 
In 


Stunden 


die der 


die 


Abb. 11 die 
ausgedriickte Versuchs- 


wurde in 


zeit als Abszissenund die Pro- 


zente gebildeten Formoistickstoffs 
gewahlt. 


2 und 8 ab, so erhalten 
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Abb. 10. 


(aus Tabelle XII) als Ordinaten 


Aus dieser Abbildung wurden die Zeiten gewonnen, die erforderlich 


Ro 


sind, um 15, 20 und 2: 


ten. Genannte Zeiten wurden in 


» der anwesenden Peptidverbindungen zu syal- 


Abb. 


12 als Ordinaten gesetzt; die 


entsprechenden p,-Werte sind Abszissen. 


Das Minimum der Kurven liegt 


bei py 6.3, welcher Wert demnach 


den negativen Logarithmus fiir die optimale Wasserstoffionenkonzen- 


tration der Malztryptase angibt. 
Aus Abb. 11 ersehen wir, wie die 
bald 


jedoch abnehmender 


Geschwindigkeit 


Peptonspaltung mit antangs groBer, 


vor sich geht; nach 
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Spaltung von etwa 35°, des Substrates scheint die Reaktion aufzuhéren. 
Zusatz von weiterem Enzymsubstrat hat nur eine unbedeutende Wirkung. 
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Abb. 11. 





Ebenso wie die Malzpeptase greift die Malztryptase weder Eialbumin 
nech daraus dargestelltes Acidalbumin an. 

Nach Schjernings Untersuchungen tiben die die Wasserstoff- 
ionenkonzentration nicht veraindernden Neutralsalze nur einen 
sehr unbedeutenden EinfluB auf den Malzungs- und MaischprozeB 
aus, welche ja das Resultat der gemeinsamen Wirkung simtlicher 
Enzyme sind. Auf S. 211 wurde das Entsprechende von der Malz- 
peptase konstatiert. Wir haben demnach die gr6éBte Veranlassung zu 
vermuten, daB sowohl die Malztryptase als auch der AutolyseprozeB 
von obengenannten Salzen nur wenig beeinfluBt werden. 


Wir kénnen die Malztryptase folgendermaBen charakterisieren: 
Das Enzym greift weder die eigenen EiweiBstoffe des Malzes noch 
Acidalbumin noch Thymolgelatine, wohl aber Witte-Pepton an, 
welch letzteres aber auch nicht vollstandig zu Aminosiuren ab- 
gebaut werden kann. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
liegt bei py 6,2—6,4 bei 37°. Der entsprechende Wert fiir Pan- 
kreastrypsin ist py, 8 und fiir Hefetryptase py, 6,9—7,1. Ob das oben 
beschriebene Enzym zu den tryptischen oder zu den ereptischen zu 
rechnen ist, kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden. 


IV. Malzkeimtryptase. 


Bei Untersuchung dieses Enzyms konnte sowohl die Gelatine- wie 
die Peptonmethode angewendet werden. 


Die erstgenannte wurde in vollstandiger Ubereinstimmung mit den 
Angaben fiir Malzpeptase auf 8. 206 und in Tabelle VII ausgefihrt. 


presen aa 
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ho 
_ 
or 


Tabelle XIII. 


4ccm Gelatine + a cem 0,2n-HCl + b cem 0,2 n-NaOH + H,O = 10 ccm 
+ 0,75 g Malzkeimmehl. 
1 ccm Gelatine enthalt 7 mg Stickstoff. 


Stickstoffgehalt des Malzkeimmehles = 37,7 mg pro Gramm Malz. 


Wassergehalt oa os 


Temperatur = 37°. 


” 


9,8%. 
































re ie ee oe 7 . 9 0 11 12 
a= 35 11,5 10,5 0,3 | 0 | 0 0/0 |o |o |o [0 
b = 0 0 0 0 0 | 0,3) 05] 08) 1,0 | 1,3 | 1,5 | 2,0 
Pu = 26\41/)50 54/158 6,3 | 6,541.69} 7,3 | 7,5 | 7,8 | 83 
Verdauungszeit Verfliissigungsgrad der Gelatine 
100 Minuten |2 |2 |2 |2 |3 |a4 Ja [4 [4 1 35. — 
mn. 12 |/2 |2 125;8 15 16 |6 | 55| —; 35] 3 
m= 2 25|3 |35|/—!14 1/6 |6 |6 |6 |—; —|— 
In Tabelle XIII und in » . 
Abb. 13 sind die Versuchs- i 
resultate verzeichnet. Dar- © 
é , - j 
aus ersehen wir, daB die ©4/-—7 
ay +S 
Gelatinespaltung bei einer & | | 
Wasserstoffionenkonzen- 2 | 
tration von py 6,3—7,3 am “P2}—+- 
besten verliuft. Die saure ¥, 
& ey 
Grenze, py 6,3, fallt mit ~ 7 





dem Optimum der Malz- 
tryptase zusammen. Ana- 
log wie bei der Gelatinespaltung des Malzes (s. 8. 209) konstatieren wir 
auch hier bei dem reagierenden Enzym eine optimale Wirksamkeitszone 
und nicht einen bloBen optimalen Wirksamkeitspunkt. 


Abb, 13. 


Die Peptonmethode wurde nach der Beschreibung auf 8. 211 ausge- 
fiihrt. Tabelle XIV und Abb. 14 zeigen das Resultat als mg neugebildeten 
Formolstickstoff. In der Abbildung sind die p,-Werte die Abszissen 
und der gebildete Formolstickstoff (in mg) die Ordinaten. Die in den 
Tabellenwerten enthaltenen Formolstickstoffmengen, die von der Ei- 
weiBautolyse der Malzkeime herriihren, werden entsprechend den An- 
gaben auf S. 202 mit Hilfe von Abb. 5, 8. 201, fiir die Wasserstoffionen- 
konzentrationen py 6,0, 6,3 und 6,6 und die Zeiten von 15,41 und 65 
Stunden eliminiert. Aus den EiweiBstoffen der Malzkeime bildeten sich 
bei den obengenannten Wasserstoffionenkonzentrationen und Zeiten 
folgende Anzahl mg Formolstickstoff: 
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80 Wn Se - 
Pu = 
70 Verdauungszeit 60 63 | 66 
60 0 Stunden 0 0 0 
&, 15 * a 9 
§ 50 | ee ae a 17 
$ eS, 20 | 20 | 2 
% 40 
S59 In Abb. 14 lese man die Formolwerte fiir 
> Py 6,0, 6,3 und 6,6 ab und subtrahiere davon 
LS ; : ‘ 
20 die entsprechenden Werte derobigen Tabelle. 
Dadurch erhalt man den Formolstickstoff, 
7 7 + . - r . 
, der bei diesen Wasserstoffionenkonzen- 
| | | . 
0 fos trationen aus dem Pepton stammt. In Pro- 
3 4 5 6 7 B, 8 


zente des urspriinglichen Gehaltes des Pep- 
tons an nicht formoltitrierbaren Stick- 
stoffverbindungen umgerechnet, findet er sich unten in Tabelle XV und 
in Abb. 15. 


Abb. 14. 


Tabelle XIV. 
acem 0,2 n-HCl +b cem 0,2 n-NaOH + ¢ cem 0,2 n-NaCl + d ccm 
0,2 m-KH,PO,-+e cem 0,2 m-Na,HPO, + 50 cem Peptonlésung + Wasser 
170 cem + 2 g Malzkeimmehl. 
Dieselben Malzkeime wie in Tabelle III, S. 201, wurden verwendet. 
Temperatur = 37°. 





1 2 8 q 5 6 7 








a 5,0 0,5 0 0 0 0 0 
h 0 0 10 | 30! 45! 65] 90 
c 0 4.5 5.0 5,0 5,0 5,0 5,0 
d 50.0 | 47,7 | 450 | 310; 21,2 6,4 1,3 
e 0 2,3 5.0 | 19,0 ; 28,8 | 43,6 | 48,7 
Pu 40| 50] 55) 64] 68] 74; 80 
Verdauungszeit mg neugebildeter Formolstickstoff 
0 Stunden 0 0 0 0 0 0 0 
15 oe 6,5 — 21,9 | 23,6 | 21,9 13,3 8,2 
Tighe: mle Sen eee eR” «ea ie 
41 ‘. 25,3 | 47,5. | 49.2 | 56,1 49,2 = 18,4 
65 : 37,3 62,9 71,5 80,0 59,5 37,3 23,6 


Tabelle XV. 
Aus dem urspriinglichen Gehalt der Peptonlésung an Peptidstick- 
stoff bildete sich folgende Anzahl Prozent Formolstickstoff : 











Pu = 
Verdauungszeit “Sige 
6,0 63 6,6 
O Stunden 0 0 0 
15 ‘i | 7 7 
4] es 18 18 17 
65 ” 27 29 25 
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Wir konstatieren ein scharfes Optimum bei p, 6,3. Dieser Wert 


stellt auch die saure Grenze fiir die optimale Gelatinespaltung 
dar. Bei Vergleich von Abb. 11 4, 















a 7 | 2 T T 4 
und Abb. 15 sehen wir, daB sowohl S ry 
é y ; 56 
bei Malz- als auch bei Malzkeim- 3$ zo 
: . 6 
tryptase die Peptonspaltung bis § 
: a . 1 
zur Bildung von 25—30°, Formol- §& . 
stickstoff so ziemlich direkt pro- & = : 
: oy ‘ 0  W 20 30 VW 50 60 0 
portional der Zeit verliuft. Verdauungszeit in Stunden 
Ebensowenig wie Malzpeptase Abb. 15. 


oder Tryptase greift dieses Enzym Ei- oder Acidalbumin an. 


Die Einwirkung der Neutralsalze auf die Malzkeimtryptase. 

Bei dieser Untersuchung fand wie bei der Malzpeptase nur die 
Gelatinemethode Anwendung. Wie oben gezeigt, liegt das Optimum 
der Malzkeimtryptase bei einem Wert von p, 6,2—6,4 und es wurden 
daher die unten folgenden Untersuchungen méglichst nahe an dieser 
Wasserstoffionenkonzentration ausgefiihrt. 

In Becherkolben wurden 25 cem Gelatine (verdiinnte Stammlésung 
mit 4,7 ccm 0,2 n-NaOH, 8ccm 3-normalen Salzlésungen und 32 ccm 
destilliertem Wasser gemischt, dann 4,7 g Malzkeimmehl zugesetzt. Die 
Analyse wurde ebenso wie beim entsprechenden Malzversuch aus- 
gefiihrt (die Proben standen jedoch diesmal 30 Minuten in Eiswasser, 
ehe die Konsistenz bestimmt wurde). Die zugesetzten Neutralsalze 
hatten in der Versuchsfliissigkeit eine Konzentration von 0,3—0,4 
normal. 


Tabelle XVI. 


Einwirkung der Neutralsalze auf Malzkeimtryptase. Temperatur 











ae 
1 2 8 4 5 6 7 8 
Beigegebenes Ohne 
Sie Sala | NaCl KCL KBr | KNO; Na,SOg CaCl, | MgCl, 
7  zusatz 
Verdauungszeit Verfliissigungsgrad der Gelatine 
60 Min. 3,5 3,5 3,5 4 4 3 3 3,5 
CO» 4 4 4 5 4,5 3,5 3 a 
100% — 5, 4 4.5 4.5 5.5 5 4 3.5 3.0 


In den Fillen 4 und 5 (KBr und KNO,) scheint eine Aktivierung 
vorzuliegen, die aber dadurch erklirt werden kann, da in diesen beiden 
Fillen die Wasserstoffionenkonzentration mehr optimal liegt als in den 
iibrigen. In 7, bei Zusatz von CaCl,, war py 6.0, weshalb man daher 
nicht berechtigt ist, daraus irgendwelche Schliisse auf die hemmende 








So Ria ann ae 
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Wirkung dieses Salzes zu ziehen. Nur bei Zusatz von MgCl, kann man 


eine hemmende Einwirkung auf die Tryptase verspiiren (was mit dem 


bei Malzpeptase gewonnenen Resultate iibereinstimmt). 

Die Neutralsalze iiben aiso bei den in diesen Versuchen angewendeten 
Konzentrationen nur einen sehr unbedeutenden Einflu8 auf die pep- 
tischen und tryptischen Enzyme in Malz und in Malzkeimen aus, und 
man diirfte daraus schlieBen kénnen, daB die Eiweibautolyse in diesen 
beiden Substanzen ziemlich unbeeinfluBt von ahnlichen Salzen verlauft, 
was weiter auch durch Schjernings korrespondierende Untersuchungen 
iiber den MaischprozeB bestarkt wird. 


Malzkeimtryptase greift die eigenen Eiweifstoffe des Malzes (aber 
nicht Acidalbumin) Thymolgelatine und Witte-Pepton an. Die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration ist py 6,2—6,4 (Gelatinespaltung py 
6 3—7,3). 

Zusammenfassung. 

Vergleichung peptischer und tryptischer Enzyme im tierischen Or- 

ganismus, in Hefe und in Malz. 








Tier-Organismus { Hefe bi it Malz ; 
Pepsin Hefepepsin Malzpeptase 
Opt. pa = 1,5 | Opt. py = 4—4,5  Malz: Opt. py = 3,7—4,3 


Griinmalz: Opt. pa = ca. 3,2 
| Malzkeimpeptase fehlt 
Pankreastrypsin | Hefetryptase | Malztryptase 
Opt. pa = 8,0 | Opt. py = ca. 7,0) Griinmalz: Opt. py = ca. 6,3 
Malzkeimtryptase 
Opt. pa = ca. 6,3 

Bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration iiben Neutralsalze (in 
geringerer Konzentration als 1-normaler) entweder gar keine oder doch 
nur eine sehr geringe Wirkung auf diese Enzyme aus. 

Die EiweiBautolyse im Malz und in den Malzkeimen wird von den 
darin vorkommenden proteolytischen Enzymen hervorgebracht und ist 
eine sukzessive EiweiBspaltung, die nur bei solchen Wasserstoffionen- 
konzentrationen eintreten kann, die die gleichzeitige Wirksamkeit der 
in Betracht kommenden Enzyme zulassen. Die optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration betrigt bei Malz py, 4,3—5,0, bei Griinmalz ca. 4,4 
und bei Malzkeimen ca. 6,3. 
































Uber das vermutliche Vorkommen von proteinogenen Aminen 
in der Schilddriise. 


Von 


Ubaldo Sammartino (Rom). 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 15. April 1922.) 


Die seit langer Zeit gefiihrten Untersuchungen iiber die wirksame 
Substanz, sowie tiber das innere Sekret (Inkret) der Thyreoidea gipfelten 
seinerzeit in der Entdeckung eines jodhaltigen EiweiBk6rpers in der 
Schilddriise durch HZ. Baumann, aus welchem dieser durch Kochen mit 
konzentrierter Salzsiure einen Niederschlag erhalten konnte, der in 
Alkohol léslich, durch Saéure wieder fallbar war und einen Jodgehalt 
von etwa 10% hatte. Diese, Jodothyrin genannte, unlésliche Substanz 
war anscheinend ein Kunstprodukt und die Vermutung, dab diese Sub- 
stanz oder ihre Muttersubstanz zugleich das innere Sekret darstellen, 
wurde vielfach von den Forschern abgelehnt, um so mehr, als man auch 
ungemein jodarme und jodfreie Driisen beobachten konnte, bei sonst 
normalen Tieren. Die Aufklarung iiber die jodhaltige Substanz selbst 
brachten uns die ausgezeichneten Untersuchungen von Kendal'), welcher 
in der Reindarstellung und in der Krystallisation des Thyrotoxins gipfel- 
ten, welches sich als Derivat des Tryptophans und zwar als ein jodhaltiges 
Derivat herausstellte. 

Es war aber schwer anzunehmen, dafs dieser Gewebsbestandteil, das 
Thyrotoxin oder seine Muttersubstanz, das jodhaltige Thyreoglobulin 
zugleich das Inkret der Driise darstellen und besonders die Untersu- 
chungen von Asher und seinen Schiilern wiesen darauf hin, das die Wir- 
kungen der ganzen Thyreoidea und des Jodothyrins, bzw. des jodfreien 
Schilddriisenextraktes nicht identisch sind. 

Das Extrakt der Schilddriise erhéht die Sensibilierung des Adrena- 
lins. Die Wirkung des Schilddriisengewebes auf den Sympathicus kann 
man am besten am Splanchnicus studieren, da die Erregbarkeit des 
Splanchnicus erhéht wird. Dieselbe Wirkung, welche die Schilddriise 
auf den Splanchnicus ausiibt, kann man auch erzielen, wenn man die 


1) Journal of biolog. chemistry 39, 15. 1919; 40, 265. 1919. 
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Nerven der Schilddriise reizt. Die innere Sekretion der Schilddriise steht 
daher unter dem Einflu8 der Nerven. Asher hilt fiir die wichtigste physio- 
logische Funktion des Inkretes der Thyreoidea die VergréBerung der 
Anspruchsfahigkeit des sympathischen und parasympathischen Systems, 

Die gleiche Wirkung auf das sympathische und parasympathische 
System, wie es Schilddriisentabletten haben, erzielte Asher auch mit dem 
eiweiB- und jodfreien Thyreoglandol, dessen Wirkung ungefihr dieselbe 
ist, wie die der ganzen Thyreoidea. 

Aus den Untersuchungen von B. Romais') kann man schlieBen, dab 
die Substanz, deren Verfiitterung bei Kaulquappen Entwicklungs- 
beschleunigung, Wachstumstillstand und in extremen Fallen Kachexie 
und Tod zur Folge haben, der getrockneten Driisensubstanz durch 
Toluol, Ather und Aceton iiberhaupt nicht, durch hochprozentigen Al- 
kohol nur in Spuren entzogen wird, da auch tagelang extrahierte Thy- 
reoidea ihre iuBerst starke spezifische Wirkung nicht einbiiBt. 

Jodothyrin wirkt aber auf Kaulquappen in der Weise ein, daB sie eine 
iiberstiirzte Entwicklung eingehen, die mit einem sehr starken Abbau 
der Ko6rpersubstanz gepaart ist. Es ist aber ein Unterschied zwischen 
den Jodothyrinlarven und den Larven, welche mit entfetteter Schild- 
driisentrockensubstanz gefiittert wurden. 

Jodothyrintiere sterben meist am gleichen Tage, wahrend die Thy- 
reoideatiere noch laingere Zeit am Leben bleiben. Auch sonst sind so- 
matische Differenzen zu beobachten. 

Das Dialysat entfetteter Driisentrockensubstanz wirkt nun eben- 
falls verschieden ein. Hier kommt es auch anfangs zu einer Beschleu- 
nigung, dann aber zu einer Verzégerung der Entwicklung und kein 
einziges Tier vollendet die Metamorphose. Das Dialysat unterscheidet 
sich erheblich in der Wirkung von frischer oder getrockneter Driisen- 
substanz. Es hat eher eine Metamorphose hemmenden EinfluB. 

EiweiBfreie Ultrafiltrate aus frischer oder entfetteter Schilddriise 
gewonnener wisseriger Extrakte hatten weder eine Entwicklungsbe- 
schleunigung, noch eine Wachstumshemmung zur Folge. Auch der 
mit Gerbsiiure enteiweiBte, wiisserige Extrakt frischer Thyreoidea rief 
keine Entwicklungsbeschleunigung hervor. Er verursachte eine geringe 
Wachstumshemmung, welche sich jedoch spiter nach Aufhéren der Be- 
handlung ausglich. 

Der aus entfetteter Driisensubstanz hergestellte Extrakt erzeugt da- 
gegen schon nach zweimaliger Verabreichung eine sehr starke Entwick- 
lungsbeschleunigung und Wachstumshemmung. 

Die Untersuchungen von Romais zeigten, daB die Toluol-, besonders 
die Acetonextrakte der Schilddriise entwicklungshemmend wirken, 
wihrend das Wachstum durch sie nicht wesentlich beeinfluBt wird. 

1) Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 6, 101. 1918. 
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Der nachher aus der Thyreoidea dargestellte Extrakt mit 96°, igen 
Alkohol ruft dagegen eine beschrankte Ent wicklungsbeschleunigung und 
Wachstumshemmung hervor. Sicher ist, daB die bei der Verfiitterung 
des Acetonextraktes aus der Schilddriise beobachteten Entwicklungs- 
hemmungen durch keine EiweiBkérper hervorgerufen werden. 

Das jodfreie Nucleoproteid der Thyreoidea erzeugt eine Entwick- 
lungsbeschleunigung mit gleichzeitiger Wachstumsférderung, wihrend 
die eiweiBfreien Extrakte der Schilddriise eine Wachstumshemmung 
bei fehlender Entwicklungsbeschleunigung hervorrufen. 

Der bei totaler Schilddriisenfiitterung eintretende Abbau der Kor- 
persubstanz scheint aber mit dem Jodgehalt der Schilddriise zusammen- 
zuhingen, denn so jodarme Priparate wie das Thyreoglandol wiesen 
ihn nur aéuBerst gering auf. 

Arbeiten von O. Wienand, Rose, Fawcett, Rate, Hackett und Rogers 
(1915) zeigten aber, daB vielleicht auch eiweibfreie Thyreoideapraparate 
physiologische Wirkungen haben und EF. Abderhalden, welcher mit Dialy- 
saten und wisserigen Extrakten der Thyreoidea arbeitete, sagt, dah 
jene Produkte, die die Entwicklung der Kaulquappen beeinflussen, 
sicherlich der Gruppe der EiweiBkérper und Peptone nicht angehéren. 
Kommen EiweiBabk6mmlinge als wirksame Stoffe in Frage, dann kénnen 
es nur tiefere Abstufungen von Proteinen oder bestimmte ihrer Bau- 
steine sein. 

Die Schwierigkeit bei allen diesen Versuchen ist, dab eventuell 
Spuren von EiweiB in solchen Extrakten enthalten sind, die die Wirk- 
samkeit der eiweiBfreien Verbindungen vortaiuschen kénnten. 

So konnte Abelin, der mit einem EiweiB-Lipoid- und fast jodfreiem Schild- 
driisenextrakt, dem sogenannten Thyreoglandol bei normalen und thyreoidek- 
tomierten Hunden Stoffwechselversuche unternahm, behaupten, daB der eiweil 
freie Auszug aus der Schilddriise die charakteristischen Wirkungen auf den Stoff- 
wechsel habe. Unter dem Einflu8 dieser Schilddriisensubstanz treten sowohl bei 
normalen, als auch bei thyreoidektomierten Hunden eine sehr wesentliche Steigerung 
des HungereiweiBumsatzes ein, Aber das gleiche Praparat iibt nach Untersuchungen 
von Romais auf Entwicklung und Wachstum der Kaulquappen nur einen sehr 
geringen EinfluB aus. Wie EZ. Abderhalden') auf Grund seiner Versuche iiber die be- 
schleunigte Metamorphose der Kaulquappen der Frésche zum Schlu8 kommen 
konnte, daB die von der Schilddriise abgesonderten wirksamen Produkte nicht zu 
Reihe der EiweiBkérper ‘gehéren, so konnte auch E. Herzfeld und R. Klinger?) 
liber erfolgreiche Versuche mit eiweiBfreien Schilddriisenausziigen bei Ratten 
berichten, indem sie ein Verschwinden der kiinstlich erzeugten Schilddriisendege- 
neration bei der Ratte beobachteten. J. Abelin®) konnte nachweisen, daB einige 
proteinogene Amine, wie Phenylithylamin und p-Oxyphenylathylamin, eine 
starke Erhéhung des Eiweibstoffwechsels bewirken und daf die 3 typischen Wir- 


') Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 162. 

2) Verhand). d. Schweiz. Naturf.-Ges. in Ziirich 1917, Miinch. med. Wochen- 
schr. 1918. 

8) Diese Zeitschr. 93, 128. 
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kungen der Schilddriisenzufuhr, welche in einer Hebung des EiweiBumsatzes, resp. 
in einer gesteigerten Stickstoffausscheidung durch den Harn, weiters in einer 
Diurese, hauptsachlich in den ersten Tagen nach Eingabe der Priparate und 
in einer Abnahme des Kérper gewichtes bestehen, in ganz spezifischer Weise auch 
von den proteinogenen Aminen ausgelést werden, woraus er noch den SchluB zieht, 
daB die Stoffwechselwirkung der Schilddriise nicht auf der Wirkung des EiweiB- 
kérpers beruht, sondern daB vielmehr die SchilddriiseneiweiBkérper als die Mutter- 
substanz der wirksamen Stoffe anzusehen sind, in diesem Falle also die der 
supponierten proteinogenen Amine. Ebenso wird nach weiteren Untersuchungen!) 
der Gaswechsel von den proteinogenen Aminen erhéht, was Schilddrdriisensubstanz 
ebenfalls und ebenso macht. 

Die eigenartige Schilddriisenwirkung, welche Gudernatsch zuerst beobachtet 
hat, die eigenartige Metamorphose der Kaulquappen kann durch das p-Oxypheny]- 
iithylamin ebenfalls durchgefiihrt werden, viel starker aber durch das Dijodtyramin, 
das dijodierte p-Oxyphenylithylamin, waihrend es Jodsalze nicht vermégen. 

Die bisherigen Versuche, soweit sie zur Loésung der Frage beitragen, 
haben aber bis jetzt keine Entscheidung dariiber gebracht, ob die jod- 
haltigen EiweiBkorper der Schilddriise, bzw. sein jodhaltiger Trypto- 
phanspaltling, das Thyreotoxin, identisch mit dem Inkret der Schild- 
driise ist, welches wie das Adrenalin der Nebenniere kontinuierlich in 
den Kreislauf gebracht wird und dessen Vermehrung oder Verminderung 
die charakteristischen Erscheinungen der Hyperthyreoidie bzw. Hypo- 
thyreoidie auslésen. 

Wir haben nun versucht, dieser Frage wieder auf rein chemischem 
Wege beizukommen, trotz der gewiB sehr groBen Schwierigkeiten, welche 
gerade im gegenwartigen Momente solchen Experimenten bei uns ent- 
gegen stehen. Da die Vermutung ausgesprochen war, daB es sich viel- 
leicht bei diesem Inkrete um die bis nun bekannten, vier aromatischen 
proteinogenen Amine als da sind: Phenylathylamin, p-Oxyphenylathyla- 
min, /-Imidazolylathylamin und /-Indolathylamin handeln kénnte, so 
muBte man, da ja diese aus den entsprechenden Aminosduren, dem 
Phenylalanin, dem Tyrosin, dem Histidin und dem Trytophan unter der 

tinwirkung von Faulnisbakterien leicht entstehen kénnen, vorerst eine 
solche Bildung ausschlieBen und daher war das Arbeiten mit kauflicher 
getrockneter Schilddriise oder einem der bekannten Schilddriisenprapa- 
rate véllig ausgeschlossen und wir muBten alle Experimente mit ganz 
frischer Schilddriise, die dem eben geschlachteten Tiere entnommen 
war, ausfiihren, was natiirlich hinderte, sehr grobe Quanten dieser 
Organe gleichzeitig zur Verarbeitung zu bringen, 

Wir haben uns vorerst bestrebt iiberhaupt zu untersuchen, ob ein 
oder das andere der wirksamen aromatischen Athylamine nachzuweisen 
wire. -Wir gingen in der Weise vor, daB wir das ganz frisch aus dem 
Schlachthaus bezogene eiskalte Organ schnell durch die Fleischmaschine 
trieben und in die doppelte Menge siedenden Wassers brachten, welches 


!) Abelin (diese Zeitschr. 101, 197. 1920). 
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mit Essigsiure angesiuert war. Wir verarbeiteten die Schilddriise in 
Mengen von 3 kg. Dieses erste Dekokt wurde abgegossen und der Vor- 
gang der Extraktion mit siedendem Wasser wiederholt. Der Riick- 
stand wurde stark abgepreBt und alle Ausziige vereinigt und nun mit 
essigsaurem Blei, nachdem man sie vom Fett teils mechanisch, teils 
durch Atherextraktion befreit hatte, gefallt, hierauf wurde das Filtrat 
von der Bleifiillung mit Schwefelwasserstoff entbleit, vom Schwefelblei 
filtriert, der Uberschu8 des Schwefelwasserstoffes mit Kohlensiure weg- 
geblasen und im Vakuum sehr stark eingeengt. Man fallt hierauf die 
Leimsubstanz und Salz mit Alkohol so lange noch eine Triibung ent- 
steht, bis die Lésung klar wird, engt die alkoholische Lésung im Vakuum 
wieder sehr stark ein und fallt wieder mit Alkohol. Diese alkoholische 
Lésung wird nun wieder sehr stark eingeengt. 

Wir haben verschiedene Wege eingeschlageny um in diesem Ex- 
trakt Substanzen zu suchen. Aus dem Alkohol krystallisierte Inosit, 
dessen Gegenwart in der Thyreoidea bereits durch die Untersuchungen 
von T'amann und Sigmund Frankel vor vielen Jahren bekannt geworden 
ist. Die verschiedenen Versuche mit Phosphor-Wolframsiure und Metall- 
salzen zum Ziele zu kommen, wollen wir vorlaufig unerértert lassen, 
da sie keine positiven Resultate brachten. Wir haben daher vorerst 
versucht, die vier proteinogenen Amine aufzusuchen, deren Wirkung 
vielleicht ahnlich ist der des Schilddriisenextraktes. Wir haben daher 
den von Alkohol voliig befreiten Extrakt in Wasser gelést und in 
Bicarbonat-alkalischer Lésung mit Benzoylchlorid behandelt. Wir ent- 
hielten einen Niederschlag, welcher aus Alkohol nicht krystallisierte. 
Wir konnten auch aus anderen Lésungsmitteln keine Krystalle bekom- 
men. Wir konnten weder aus Aceton, noch Eisessig, noch Alkohol eine 
Krystallisation der Benzoylderivate bekommen. 

Wir haben nun die Substanz mit Ather in zwei Teile getrennt, einen 
in Ather léslichen und einen in Ather unléslichen. Wir haben nun beide 
Teile, den in Ather léslichen und den in Ather unléslichen aus Alkohol 
zu krystallisieren versucht, ohne einen Erfolg zu erzielen. Wir haben hier- 
auf beide Teile, sowohl den in Ather léslichen als auch den in Ather unlés- 
lichen mit konzentrierter Salzsiure unter RiickfluBkiihlung auf dem 
Sandbade gekocht um die Benzoylgruppen wieder abzuspalten. 

Hierauf wurde das Reaktionsprodukt mit Wasser verdiinnt, mit 
Ather die abgespaltene Benzoesiiure herausgeholt und die salzsaure, 
wiisserige Loésung mehrfach auf dem Wasserbade zur Entfernung der 
iiberschiissigen Salzsiure unter Zusatz von Wasser abgedampft. Der ab- 
gedampfte Riickstand wurde in Wasser gelést und mit wasseriger Pikrin- 
siure gefillt, da die bekannten proteinogenen Amine der aromatischen 
Reihe mit Pikrinsiure charakteristische Verbindungen liefern. Wir 
crhielten eine minimale Menge einer Substanz, welche wir aus siedendem 
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Wasser umkrystallisierten, welche nur fiir eine Mikroanalyse ausreichte 
und deren Schmelzpunkt 232° war. 

1,9 mg vakuumtrockene Substanz gaben 0,41552 cem_ B 746, T 24°, 
das ist 24,67%. Fir das Monopikrat des Imidazolylathylamins 
C;H,N,;-C,H,0,N,,. berechnet N, 71%. 

Der Schmelzpunkt unserer Verbindung stimmt ebenfalls mit dem 
in der Literatur angegebenen iiberein’). 

Wir erhielten F 232° fiir den Beginn des Schmelzpunktes, welcher bei 
233° endete, wahrend Barger 232—234° angibt. 

Wir konnten also von den supponierten proteinogenen Aminen hier 
minimale Mengen des Histamins nachweisen, in einer Ausbeute aus 
3 kg frischer Schilddriise, die gerade zur Bestimmung des Mikrostick- 
stoffes nach Pregel und fiir zwei Schmelzpunkte geniigte. In der Mutter- 
lauge der Histaminpikratkrystalle konnten wir durch sehr vorsichtiges 
Neutralisieren mit etwas Natronlauge nach mehreren Stunden wieder 
eine kleine Krystallisation erhalten, die abgepreBt wurde und gerade 
fiir eine Schmelzpunktbestimmung ausreichte. Wir fanden den Schmelz- 
punkt dieses Pikrates mit 199°, welcher mit dem Schmelzpunkt des 
Pikrates des Tyramins (p-Oxyphenylithylamin), der 200° ausmacht, 
ibereinstimmt. 

Aus der Mutterlauge konnten wir noch eine weitere Fraktion isolieren, 
ebenfalls in minimalen Mengen, welche den Schmelzpunkt 174° gab, 
der mit dem Schmelzpunkt des Pikrates des Phenylathylamins tiberein- 
stimmt. 

Wir haben also in dieser Fraktion minimale Spuren der drei proteino- 
genen Amine gefunden, welche in keinem Verhialtnis zu der groBen 
Menge Ausgangssubstanz standen und trotz der groBen Frische des sonst 
einwandfreien Materials, doch auch durch Bakterienwirkung entstehen 
konnte. Jedenfalls kann man nicht sagen, daB diese positiven Befunde 
die Anschauung von Abelin stiitzen kénnen, da die proteinogenen 
Amine der aromatischen Gruppe der wirksame Anteil des eiweiBfreien 
Schilddriisenauszuges sind. 

Es spricht vielmehr gegen diese Annahme, da8 das Indolylathylamin, 
welches seine Anwesenheit in Lésungen sehr leicht verrat, wenn man in 
der absolut eiweiBfreien Lésung die Glyoxylsiure-Schwefelsdiure-Reak- 
tion anstellt, in ganz frischen Praparaten, die wir zu diesem Zwecke un- 
tersucht haben, nicht enthalten ist. Bei positivem Ausfall der Reaktion 
‘wire erst zu untersuchen gewesen, ob es sich um die Base oder das 
Tryptophan selbst oder um eines seiner Derivate handelt, beim negativen 
Ausfall dagegen ist die Anwesenheit der ganzen Gruppe ausgeschlossen. 

Wir haben auch die in Ather lésliche Partie der Benzoylverbindungen 
in gleicher Weise, wie oben beschrieben, hydrolysiert und das Hydrolyse- 


') §. Barger: Natural simple bases. 
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produkt ebenso aufgearbeitet, konnten aber in diesem Produkt keine 
von den Basen nachweisen. 

Wir haben nun mit absolut frischem, eben aus dem Schlachthause 
geholten 400g Pferdethyreoidea, die wir sofort in siedendes Wasser 
brachten, den Versuch wiederholt und zwar mit einer veranderten Me- 
thodik. Das wisserige Dekokt wurde rasch mit neutralem essigsaurem 
Blei ausgefallt, mit Schwefelwasserstoff entbleit, méglichst schnell im 
Vakuum eingeengt, mit Alkohol gefallt, von Salz und Gelatine befreit 
und aus der alkoholischen Lésung krystallisierte Inosit, wie oben be- 
schrieben, in prachtvollen blumenkohlartigen Krystallen, die mit der be- 
kannten Reaktion von Scherer nachgewiesen wurden. In diese alkoholi- 
sche Lésung wurde nun alkoholische Pikrinsiure gegeben, welche sofort 
einen schén krystallisierten Niederschlag gab, der sich aus siedendem 
Wasser umkrystallisieren lief und sich bei der Analyse als reines Ka- 
liumpikrat erwies. 

In der Mutterlauge vom Kaliumpikrat konnten wir keine Substanz 
finden, die mit einem Pikrat der bekannten proteinogenen Amine iiber- 
einstimmte. Wir fanden nur eine minimale Menge eines Pikrates, wel- 
ches einen héheren Schmelzpunkt zeigte, als die charakteristischen 
Schmelzpunkte der Pikrate der proteinogenen Amine und zwar auf dem 
Block Maquenn 255—-259° und wir konnten in diesem absolut einwand- 
freien Versuch auch nicht die in gréBeren Versuchen gefundenen Spuren 
der proteinogenen Amine nachweisen, daher erscheint die Ansicht, 
welche aus der Identitat der Wirkung des eiweibfreien Schilddriisen- 
extraktes und der Wirkung der proteinogenen Amine auf die Identitat 
der chemischen Verbindung schlieBt, durch die direkte Ermittlung der 
Existenz oder Nichtexistenz solecher Basen in absolut frischem Schild- 
driisengewebe ausgeschlossen. 
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Der Verwendungsstoffwechsel pathogener Bakterien. 


I. Mitteilung. 


Von 
H. Braun und €. E. Cahn-Bronner. 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Hygienischen Universitits- 
institutes in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 18. April 1922.) 


Einleitung. 

Moglichst einfache, tibersichtliche Ernaihrungsbedingungen fiir die 
einzelnen Bakterienarten zu schaffen, ist das Grundsiitzliche unserer 
Untersuchungen. Um dies zu verwirklichen, werden den Bakterien nur 
die unentbehrlichen und unter diesen méglichst einfache chemische 
Korper, jedenfalls aber nur Verbindungen bekannter Konstitution als 
Nihrstoffe zur Verfiigung gestellt. So gelangt man zu Nahrbéden be- 
kannter und konstanter Zusammensetzung, in denen ohne weiteres 
klarliegt, welche Substanz die Phosphor-, welche die Stickstoffquelle 
ist, und wo man die Kohlenstoff- und die Energiequelle zu suchen hat. 
Auf diese Weise wird eine gréBere Ubersichtlichkeit des Bakterienstoff- 
wechsels erreicht, und das zum Leben notwendige Zusammenspiel von 
Spaltungen und Synthesen wird durchsichtiger als es in unseren heute 
iiblichen Nahrbéden mit ihren zahlreichen, komplizierten, nebeneinander 
vorhandenen Stickstoff-, Kohlenstoff- und Energiequellen der Fall ist. 
Deshalb ist die Ziichtung von Bakterien in solchen einfachen kiinst- 
lichen Naihrbéden bekannter chemischer Konstitution und die Kennt- 
nis ihrer Wachstumsbedingungen unter durchsichtigeren Ernahrungs- 
verhaltnissen fiir die gesamte Physiologie der Bakterien und insbeson- 
dere ihres Stoffwechsels bedeutungsvoll. Denn dieser selbst, hiufig die 
einzige faBbare LebensiiuBerung dieser Mikroorganismen, ist eines der 
wesentlichsten Objekte der bakteriologischen Forschung. Seine ex- 
perimentelle Bearbeitung ist daher fiir unsere Kenntnisse der Lebens- 
weise der Bakterien und ihrer Einwirkung auf andere Lebewesen not- 
wendig. Schon fiir die Systematik bediirfen wir ja bei diesen Organis- 
men ernahrungsphysiologischer Merkmale und diirfen also aus derartigen 
Untersuchungen Ergebnisse in dieser Richtung erwarten; besonders 
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aber kommen sie fiir das Studium der Natur und der Entstehungsweise 
pathologisch bedeutsamer Ausscheidungsprodukte der Bakterien in Be- 
tracht. Es ist deshalb auffallend, daB auf diesem Gebiete in der medi- 
zinischen Bakteriologie nur gelegentlich Versuche gemacht wurden, 
obgleich doch auf anderen bakteriologischen Gebieten derartige Arbei- 
ten seit langem systematisch durchgefiihrt sind und zu den bedeutsam- 
sten wissenschaftlichen Aufschliissen und praktischen Erfolgen gefiihrt 
haben und auch schon in der allerersten Zeit bakteriologischer For- 
schung Pasteur!), nach ihm U'schinsky*) und dann in Robert Kochs 
Institut besonders Proskauer und Beck*) und Capaldi und Proskauer) 
mit ausgedehnten derartigen Ernihrungsversuchen auch an pathogenen 
Keimen den Anfang gemacht haben. Die bisherigen Methoden der medi- 
zinischen Bakteriologie, die Grofes fiir die Auffindung und Systematik 
der Keime geleistet haben, machen gewil} andersartige Untersuchungs- 
methoden nicht iiberfliisisg; im Gegenteil, weil sie fiir wichtige Fragen 
an die Grenze ihrer Leistungsfaihigkeit gekommen sind, bediirfen wir 
neuer, méglichst verschiedenartiger Arbeitsweisen. Es sind daher der- 
artige ernihrungsphysiologische Versuche z. B. an solehen Bakterien 
zu machen, deren kulturelle Unterscheidung in den iiblichen Nahrbéden 
miBlingt. Man neigt haufig dazu, jeden Stoffwechselunterschied ohne 
weiteres als Artunterschied aufzufassen, weil die  individuellen 
Schwankungen in der Befahigung der einzelnen Keime gleicher Art in 
unseren gebrauchlichen, komplizierten Nahrbéden wenig oder gar nicht 
zum Ausdruck kommen. Ganz anders aber unter den iibersichtlichen 
Verhaltnissen der einfachen kiinstlichen Nahrbéden. Hier kann man mit 
viel gréBerer Genauigkeit solche individuelle Differenzen und die Va- 
riationsbreite bestimmter Eigenschaften innerhalb einer Art feststellen 
und so zur Beantwortung der Frage kommen, welche ernahrungsphysio- 
logischen Eigenschaften bei der Artdifferenzierung brauchbar oder un- 
brauchbar sind. 

Da es fiir die pathogenen Keime bisher an derartigen systemati- 
schen Voruntersuchungen mangelte, durfte man keine Miihe scheuen, 
zunichst an wohlbekannten Bakterien die Grundlage der Methodik 
aufzubauen, um eine Arbeitsmethode zu finden, mit der man die eben 
gezeichneten Ziele verfolgen kénnte. Es wurde deshalb gerade die am 
besten durchforschte Bakteriengruppe, die Typhus-, Paratyphus-, 
Dysenterie-, Coli-Bacillen zu diesen Versuchen gewahlt; zwar waren 
hier neuartige Resultate, z. B. in der Systematik, natiirlich weniger zu 


1) Pasteur, zit. nach Friedberger und Reiter, Handb. d. pathol. Mikroorg. von 
Kolle und Wassermann, Bd. 1. 1912. 

*) Uschinsky, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 14, 10. 

*) Proskauer und Beck, Zeitschr. f. Hyg. 18. 1894. 

*) Capaldi und Proskauer, Zeitschr. f. Hyg. 23. 1896. 
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erwarten als bei schlechter bekannten Bakterienarten; aber die ein- 
gehende Kenntnis gerade dieser Keime ermdglichte es, mannigfaltige 
kulturelle und biologische Eigenschaften und die Beziehungen einer Art 
zu der anderen unter einfachen, tibersichtlichen Ernihrungsverhaltnissen 
zu untersuchen, und so die Methode daraufhin zu priifen, ob sie 
imstande ist, Einblicke zu gewahren, die uns anderswie verschlossen 
waren. 

In unseren friiher bereits mitgeteilten Untersuchungen!) wurde zu- 
niichst eine dieser Bakterienarten systematisch bearbeitet und dabei 
methodisch wichtige Beobachtungen gemacht. Von besonderer Be- 
deutung erweisen sich die folgenden vier Grundsatze, von denen nicht 
abgegangen werden darf: Exakte Versuche sind nur in fliissigen Ndhr- 
boden moglich ; denn nur dort ist die Forderung konstanter und bekann- 
ter chemischer Konstitution des Nihrbodens, soweit dies iiberhaupt 
mdéglich ist, erfiillt. Es ist uns bisher nicht gelungen, den Agar-Agar so 
zu reinigen, daB er iiberhaupt keine fiir die Bakterien als Naihrstoffe in 
Betracht kommenden Beimengungen mehr enthalt. Die Herstellung 
fester Nahrbéden aus Kieselsaure aber ist fiir derartige Untersuchungen 
mit den dabei notwendigen mannigfaltigen Zusitzen zu den Nahr- 
lésungen viel zu umstiindlich. Zweitens ist zur Entscheidung der Frage, 
ob ein Bacterium aus den gebotenen Nahrstoffen seine Leibessubstanz 
aufzubauen und sich zu vermehren imstande ist, die Ziichtung in mehre- 
ren, hintereinandergelegten Passagen in demselben Nahrboden unbe- 
dingt notwendig. Nur so ist man sicher, daB nicht Spuren des kompli- 
zierteren Nahrbodens, z. B. der Nahrbouillon, die bei der Beimpfung der 
kiinstlichen Nahrbéden mit den Bakterien tibertragen werden, oder 
Reservestoffe in den Bakterienleibern, die aus der Zeit ihres Wachs- 
tums in anderen Nahrbéden stammen, hier die Vermehrung unterhal- 
ten. Oft sieht man nach der erstmaligen Beimpfung aus einer Nahr- Agar- 
kultur eine Vermehrung im einfachen Nahrboden, die meist nur gering, 
aber, wie wir erfuhren, bei manchen Bakterien sehr betrachtlich sein 
und gelegentlich sogar noch in der zweiten Passage auftreten kann; 
und trotzdem ist kein dauerndes Wachstum der betreffenden Bak- 
terienart unter den gebotenen Ernahrungsbedingungen mdglich, denn 
beliebig lange lassen sich diese Keime in dieser Nahrlésung nicht weiter- 
ziichten. Und drittens hat sich herausgestellt, daB fiir das Wachstum 
in diesen Nahrbéden, in denen die Bakterien ausgedehnte Synthesen 
aus einfachen Substanzen vollziehen miissen, eine vermehrte Sauerstoff- 
zufuhr von gréBter Bedeutung ist. In den meisten dieser Nahrlésungen 
kénnen sich Keime auch solcher Arten, die wir als fakultative Anaerobier 
kennen, tiberhaupt nur dann kriftig und dauernd vermehren, wenn 
ihnen besonders viel Sauerstoff zur Verfiigung gestellt wird. Das labt 

1) H. Braun und C. E. Cahn-Bronner, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 1. 1921. 
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sich erreichen durch Avusbreiten der Nahrfliissigkeit zu einer flachen 
Schicht am Boden kleiner Erlenmeyerkélbchen. Unter den einfachsten 
Irnaihrungsbedingungen kommt es tiberhaupt erst bei diesem Kunst- 
griff zu sichtbarem Wachstum. Und schlieBlich ist bei bestimmten 
Arten eine langere, bis auf 3 Wochen ausgedehnte Bebriitung der Kulturen 
in den einfachen Nahrbéden notwendig: denn das Wachstum tritt haufig 
sehr spat auf; dabei kommt es in diesen Fallen nicht zu einer bald ein- 
setzenden und ganz allmahlich zunehmenden Triibung der Niahrfliissig- 
keit, sondern es kann das Wachstum viele Tage. sogar 2 Wochen lang 
ausbleiben und dann mit einem Male kraftige Vermehrung einsetzen. 
Die Beachtung dieser Tatsache, die uns zunichst entgangen war, hat 
die Ergebnisse mancher Versuche geiandert. 

Bei den von anderer Seite veréffentlichten Untersuchungen sind 
diese methodischen Gesichtspunkte entweder alle oder zum Teil un- 
beriicksichtigt geblieben; es ergeben sich deshalb Widerspriiche, und 
die Resultate sind nicht vergleichbar. Auf die wichtigsten dieser Ver- 
6ffentlichungen wird bei der Besprechung der einzelnen Versuche hin- 
gewiesen werden. 

Fir den Paratyphus B-Bacillus geniigen nach unseren friiheren 
Untersuchungen einfache kiinstliche Nahrbéden, die als unentbehrliche 
Nahrstoffe nur Kochsalz, Kaliumbiphosphat, Ammoniak und ein- 
fache Kohlenwasserstoffverbindungen, z. B. Milchsiure, enthalten. Dar- 
aus vermégen diese Bakterien dauernd ihr KorpereiweiB aufzubauen, 
trotzdem wichtige als Protoplasmabestandteile geltende Elemente, wie 
z. B. Schwefel und Magnesium, fehlen, oder nur in den trotz der ge- 
troffenen VorsichtsmaBnahmen unvermeidbaren Spuren vorhanden 
sind. Es ist ersichtlich, daB in diesen Nahrbéden der Stoffwechsel an- 
ders ablaufen wird, als etwa in einer Nahrbouillon. Nur knappe Energie- 
vorrite stehen fiir die Assimilation aus wenigen einfachen Verbindungen 
zur Verfiigung, waihrend in der Bouillon energiereiche Substanzen ver- 
schiedenster Natur vorhanden sind. Das erhéhte Sauerstoffbediirfnis 
ist die unmittelbare Folge dieser besonderen energetischen Beanspru- 
chung der mit einfachen Substanzen ernihrten Keime. Es stellte sich 
sogar heraus, da die Paratyphus B-Bacillen und andere fakultative 
Anaerobier unter diesen Ernihrungsbedingungen ohne freien Sauer- 
stoff tiberhaupt nicht wachsen kénnen. So konnte die Bedeutung des 
Stoffwechsels fiir die Entbehrlichkeit und Unentbehrlichkeit des Sauer- 
stoffes!) untersucht und damit Beobachtungen gemacht werden, div 
nur in einfachen iibersichtlichen Ndhrbédden und nicht in den iiblichen 
Ndhrsubstraten gewonnen werden konnten: es ist das also ein erstes 
Ergebnis dieser ernihrungs-physiologischen Versuche mit ihrer beson- 
deren Methodik gewesen. 

1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H.5. 1921. 
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Auch iiber die Ernahrungsbedingungen anderer pathogener Bak- 
terien haben wir schon friiher einige Mitteilungen!) gemacht. Es sind, 
meist in Ubereinstimmung mit den Angaben von Capaldi und Proskauer), 
A. Fischer*), van Loghem*) und Kisch®) z. B. zwischen den Paratyphus B- 
und Coli-Bacillen einerseits und den Paratyphus A-Bakterien und 
manchen Stimmen von Typhusbacillen andererseits prinzipielle er- 
nihrungs-physiologische Unterschiede zutage getreten. Dabei waren 
aber auch innerhalb der gleichen Art, so z. B. bei Typhus- oder Shiga- 
Kruse-Bacillen, derartige Differenzen zu beobachten. Und die jetzige 
Fortfiihrung und Erweiterung dieser Versuche dient neben der Unter- 
suchung der Ernihrungsbediirfnisse und der synthetischen Fahigkeiten 
der einzelnen Arten in erster Linie den ernihrungs-physiologischen 
Schwankungen innerhalb einer Art und der verschiedenen Befaihigung 
der einzelnen Stimme. AuBerdem soll dort, wo sich dazu Gelegenheit 
bietet, untersucht werden, wie essich mit der einen oder anderen besonderen 
Kigenschaft der jeweils untersuchten Bakterien (fakultative Anaerobiose., 
Toxinbildung) unter den einfachsten Ernihrungsbedingungen verhilt. 

Bevor aber mit der Wiedergabe der Versuche begonnen werden kann, 
sind technische Ausfiihrungen iiber die angewandte Methodik unerlib- 
lich. Wir fiihlen uns veranlaBt, die Versuchstechnik ausfiihrlicher zu 
besprechen, weil wir die Erfahrung machen muBbten, wie miihsam die 
systematische Ausarbeitung einer Methodik und wie auferordentlich 
bedeutsam gerade hier die Technik der Versuche fiir die SchluBfolge- 
rungen aus den Ergebnissen ist. Die allmihlich erreichten Verbesse- 
rungen in der technischen Durchfiihrung haben uns gelegentlich genotigt, 
den Beobachtungen eine andere Deutung, als wir sie friiher mitgeteilt 
haben, zu geben. So finden auch Widerspriiche unter den Angaben der 
verschiedenen Autoren meist ihre Erklirung durch die ungleichartige 
Methodik. Geringfiigig erscheinende Anderungen in der Versuchs- 
technik kénnen zu ganz verschiedenen SchluBfolgerungen zwingen. 


Die Versuchstechnik. 

Die Versuchstechnik richtet sich nach den in der Einleitung besprochenen 
Grundsatzen dieser Untersuchungen und sucht diese, soweit das méglich ist, zu 
verwirklichen. Die méglichste Ausschaltung aller unbekannten Beimengungen 
aus den Nahrbéden erfordert méglichst reines Wasser und die reinsten erhaltlichen 
Substanzen. Das mindeste, was fiir das Wasser verlangt werden muB, ist doppelte 
Destillation in GlasgefiBen und Aufbewahrung in Jenaer Glas. Fiir die ersten, 
friiher mitgeteilten Versuche, in denen zunichst der Beweis erbracht werden 
muBte, daB die Bakterien tatsichlich von so wenigen und einfachen Substanzen 
dauernd ihr Leben fristen kénnen, wurde das Wasser in BergkrystallgefaBen 

1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 3. 1921. 
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’) A, Fischer, Vorlesung iiber Bakterien. Jena 1903. 

*) van Loghem, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 57. 1911. 

5) Br. Kisch, Zentralbl. f. Bakteriol. 82. 1919. 
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destilliert, um so auch Glasbestandteile méglichst auszuschlieBen; fiir spezielle 
Fragen, wie z. B. die Bedeutung der Natrium- oder Kaliumionen fiir das Wachs 
tum der Bakterien, kann natiirlich darauf nicht verzichtet werden. Fiir die jetzigen 
Fragestellungen aber haben wir diese Vorsicht fiir unnétig gehalten, da gew6hn 
liche GlasgefaBe bei so ausgedehnten Versuchen doch nicht zu umgehen waren, 
und wir haben deshalb die mégliche Anwesenheit dieser Spuren von gelésten 
Glasbestandteilen in Rechnung gesetzt. Auch muBten wir uns fiir diese Unter- 
suchungen mit den reinsten, durch Kauf erhaltlichen Salzen und sonstigen che 
mischen Verbindungen begniigen; wir sind uns bewuBt, daB die grundsitzliche 
Forderung nach absolut reinen chemischen Substanzen die eigene Priifung resp. 
Herstellung der benutzten chemischen Kérper verlangt, sobald nach einer Ubersicht 
iiber die verschiedenerlei Fahigkeiten der einzelnen pathogenen Bakterien, wie ihn 
unsere Versuche geben sollen, einzelne speziellere Fragestellungen zu bearbeiten sind. 
Wir haben in den untersuchten Fallen verunreinigende Beimengungen, z. B. von 
Sulfat oder Magnesium, chemisch nicht nachweisen kénnen; aber wir wissen, dai 
gelegentlich umgekehrt Bakterien feiner als chemische Reagentien die Gegenwart 
geringster Mengen von bestimmten Substanzen anzeigen kénnen. — Besondere 
Sorgfalt ist auBerdem natiirlich der Reinigung aller mit den Kulturfliissigkeiten 
in Berithrung kommender GlasgefaiBe zu widmen. 

Fiir die Zusammensetzung der Nahrbéden kommen frithere Versuche*) in Betracht, 
die ergeben hatten, da die Anspriiche der verschiedenen Bakterienarten nicht nu 
beziiglich der Qualitat, sondern auch der Quantitat der Nahrstoffe unterschiedlich 
sein kénnen (so z. B. bei Paratyphus B- und Colibacillen oder Paratyphus B- und 
Typhusbacillen). Deshalb darf bei vergleichenden Versuchen auf Ausniitzbarkeit 
bestimmter Verbindungen deren prozentuale Menge nicht zu gering bemessen 
sein. Andererseits aber wurde beobachtet, daB solche Substanzen, die in starken 
Konzentrationen die Bakterien schidigen, bei dem besonders gearteten Stoff- 
wechsel in diesen einfachen Nahrbéden schon in so geringen Verdiinnungen das 
Bakterienwachstum beeintrachtigen kénnen, in denen sie bei den sonst tiblichen 
Bouillonnéhrbéden noch keine erkennbare Wirkung entfalten. Deshalb diirfen 
die Konzentrationen auch nicht zu hoch sein, so z. B. wenn Traubenzucker ode 
Glycerin als Kohlenstoffquellen beniitzt werden. Dazu kommt, daB Stoffwechsel- 
produkte der Bakterien, welche die Keime schadigen, z. B. Sauren, natiirlich desto 
stérender werden, je mehr von dem Ausgangsmaterial, aus dem sie gebildet werden, 
vorhanden ist. Auch hierbei ist die Empfindlichkeit der Keime in den einfachen 
Nahrbéden gréBer als z. B. in einer Bouillon. — Weiterhin ist an chemische Um- 
setzungen der als Nahrstoffe eingebrachten Substanzen untereinander zu denken, 
besonders da die Nahrbéden im Dampf sterilisiert werden miissen. Deshalb sind 
solche Kérper, die beim Erhitzen miteinander reagieren, getrennt zu sterilisieren, und 
die Lésungen erst nach dem Erkalten zusammenzugieBen. Gelegentlich sind Aus- 
failungen auch in der Kalte nur dadurch vermeidbar, da man mit den Konzentra- 
tionen der betreffenden mineralischen Nahrstoffe soweit zuriickgeht, bis die Lésung 
klar bleibt. So haben wir z. B. friiher betrachtliche Zusétze von Magnesiumsulfat, 
Calciumchlorid, Eisensulfat zu carbonathaltigen Nahrbéden gemacht und dadurch 
natiirlich Niederschlage bekommen; diese blieben am Boden der Flaschen, und zum 
Versuch wurde von der iiberstehenden klaren Fliissigkeit entnommen. Das ergab 
zwar, wenn gleiche Gewichtsmengen eingehalten wurden, bei jeder Herstellung 
die gleichen konstanten Verhaltnisse, doch war stérend, daB es nicht immer zu 
iibersehen war, wieviel von anderen in dem Nahrboden befindlichen Substanzen, 
z. B. dem Ammonium, ebenfalls in unlésliche Form gebracht worden war. Es 
wurden deshalb in diesen Versuchen die Zusitze von Magnesiumsulfat, Calcium- 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 1 u. 3. 1921 
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chlorid und Eisensulfat so vermindert, daB wir von Magnesiumsulfat héchstens 
0,005°,, von Calciumchlorid und Eisensulfat nur Spuren (je 1 Tropfen aus 0,01 proz. 
Lésungen auf 100 com Nahrboden) gaben, und so gar keine oder ganz minimale 
Ausfaillungen entstanden. 

Von besonderer Bedeutung ist die Reaktion der Naéhrbiden. Manche Bakterien, 
z. B. Typhus- und Shiga-Kruse-Bacillen, zeigten sich in diesen einfachen Nahrbéden 
in viel starkerem Mab gegen geringe Schwankungen des Alkaligehaltes empfindlich 
als in den iiblichen Nahrsubstraten. Wir haben die Reaktion durch UberschuB 
von Normalsodalésung iiber den Lackmusneutralpunkt hinaus eingestellt. Sie 
darf in diesen Nahrbéden fiir die meisten Bakterien nicht iiber einen Gehalt von 
0,7% Normalsodalésung hinausgehen, kann aber darunter bleiben; in den Fallen, 
wo ein geringerer Sodazusatz eine Niederschlagsbildung verhindern konnte, haben 
wir uns ohne Schaden fiir das Bakterienwachstum unter der Grenze von 0,7°, 
gehalten. Saure Reaktion ist aber ebenfalls sorgfaltig zu vermeiden. Die friiher 
von uns hergestellten Nahrbéden ‘enthielten als Phosphorverbindung Kalium- 
biphosphat; dieses hat den Nachteil, daB man recht viel Natriumcarbonat braucht, 
um es zu neutralisieren, und in den Nahrbéden, in denen die Soda ausgeschlossen 
werden sollte, recht viel Kali- oder Natronlauge nétig war; die Lauge aber beein- 
trachtigt unter diesen besonderen Verhiltnissen die Vermehrung der Bakterien 
auch in geringen Mengen viel stirker als in einer Bouillon. Wahlit man statt des 
primaren Phosphates das sekundiire, so stért dessen schwach alkalische Reaktion, 
weil diese, sobald die iibrigen Zusitze neutral reagieren, zur Einstellung des Lack- 
musneutralpunktes einen Saurezusatz notwendig macht. Wir haben deshalb 
haufig das primare und sekundire Salz im Verhaltnis 1 : 4 gemischt und so eine 
schwach alkalische Reaktion ohne Sodazusatz bekommen, die fiir das Bakterien- 
wachstum giinstig war. In den Angaben iiber die Zusammensetzung der einzelnen 
Nahrbéden ist dies der Kiirze halber als ,,Phosphatgemisch“‘ bezeichnet. Wenn 
die Sterilisation in einzelnen Teilen nétig war, so wurde jeder von diesen fiir sich 
neutralisiert und dann durch Istiindiges Erhitzen im Dampf keimfrei gemacht. 
Nach dem Erkalten wurden sie zusammengegossen und dann 1000 Teilen dieser 
Nahrlésung 7 Teile einer vorher sterilisierten Normalsodalésung beigefiigt. 

Diese fertigen Nahrbéden wurden nun vor der Beimpfung in 50 cem fassende 
Erlenmeyerkélbchen in Mengen von etwa 4 ccm eingefiillt, so daB die Fliissigkeits- 
schicht ungefaihr 0,5 em hoch und so die Sauerstoffzufuhr bei der ausgedehnten 
Oberflache und geringen Tiefe besonders groB war. 

Bei der Beimpfung der Kélbchen ist zwischen der erstmaligen Einsaat in diese 
Nahrbéden aus den iiblichen Nahrsubstraten und der Fortziichtung von Passage 
zu Passage im gleichen Nahrboden zu unterscheiden. Was das erstere anbelangt, 
so darf die Einsaat nicht zu klein sein, da bekanntlich zahlreiche Keime bei einem 
weitgehenden Wechsel des Mediums abzusterben pflegen. Andererseits darf sie 
aber auch nicht so groB sein, daB dadurch bereits eine Opalescenz oder Triibung 
des nur wenige Kubikzentimeter betragenden Nahrbodens entsteht und so, wenn 
diese unbemerkt bleibt, nach einiger Zeit der Bebriitung Vermehrung vorgetauscht 
wird. Dazu kommt, daB mit den Keimen méglichst wenig Nahrmaterial von einem 
Nahrboden in den anderen iibertragen werden soll. Es ist deshalb die erst- 
malige Beimpfung der kiinstlichen Nahrbéden ausschlieBlich von festen Nahrbéden, 
einer 24stiindigen Nahragarkultur, aus vorzunehmen, und zwar in der Weise, 
daB man die Ose zuerst in die zu beimpfende Nahrlésung taucht, damit sich eine 
Fliissigkeitslamelle in der Ose ausspannt, dann die Ose auf den Bakterienrasen 
auftupft, bis in der Lamelle eine deutliche Bakterienemulsion vorhanden ist; 
damit wird der kiinstliche Nahrboden beimpft. Wie betrachtlich diese Einsaat 
ist, geht daraus hervor, daB eine Ose der frisch beimpften Nahrlésung, auf ein 
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Kolonien ergibt, wiewohl im hangenden Tropfen aus dieser Nahrfliissigkeit nach 
der Beimpfung keine Bakterien zu sehen sind. Die spateren Versuche geben eine 
Erklarung dafiir, warum eine solche Einsaat notwendig ist, um gleichmaBige Resul- 
tate zu erzielen. — Was nun die Ubertragung der Keime von Passage zu Passage 
in den einfachen Nahrbéden betrifft, so geniigen dazu bei kraftig gewachsener 
Kultur 1—3 Osen. Bei einem solchen, den Nahrboden stark triibenden Wachstum 
bewegt sich die Keimzahl, z. B. bei Paratyphus B-Bacillen, um 200 Milliarden Keime 
in leem Nahrfliissigkeit. Es kann also bei dieser geringen Beimpfung schon in 
der 3. Passage: als ausgeschlossen gelten, daB eine derartige Vermehrung durch 
Stoffe, die vom Nahragar stammen, unterhalten wird. Schwieriger sind diese Ver- 
haltnisse bei schwachemWachstum der Keime in einfachen Nahrbéden zu beurteilen, 
wo es gelegentlich nur zu einer Opalescenz oder ganz geringen Triibung der Fliissig- 
keit kommt und im hangenden Tropfen nur der Rand desselben mit Bakterien 
besetzt, im Zentrum aber nur wenige Keime zu finden sind. Bei solchem kiimmer- 
lichen Wachstum geniigt zur Weiterfiihrung der Passagen die Beimpfung mit 
2—3 Osen aus der bewachsenen Kultur nicht, sondern es sind 6—8 Osen notwendig; 
diese Einsaat in 4 ccm des frischen Nahrbodens ist zwar, was die Zahl der lebenden 
Keime betrifft, nicht groB, aber wohl, was die Ubertragung von Stoffwechsel- 
produkten der Keime und von Leibesbestandteilen abgestorbener Bakterien 
anbelangt. Und diese kénnten sehr anspruchslosen Bakterien eine ganz geringe 
Vermehrung gestatten, so da es auch in der neu angelegten Passage wieder zu 
einer ganz leichten Triibung kommt; dies kann sich beliebig oft wiederholen. Fiir 
die Beantwortung der Frage, ob eine bestimmte, dem Nahrboden zugesetzte 
Substanz als Nahrstoff von den Bakterien verwertet wird, sind deshalb nur deut- 
liche Triibungen der Nahrfliissigkeit, d.h. betrachtliche Vermehrung der Keime, 
zu verwerten. In unserer ersten VerOfientlichung wurde jede sichtbare Vermehrung, 
auch wenn sie nur zur Opalescenz des Nahrbodens fiihrte, sobald sie in Passagen 
fortfiihrbar war, als Wachstum aus den wenigen bekannten Substanzen betrachtet. 
Wir sind im Laufe der Untersuchungen aus obigen Griinden mit der Deutung der 
Versuche vorsichtiger geworden (vgl. Proteus, Cholera, Pyocyaneus). 

Die Bebriitung bei 37° muB sich, wie schon betont, iiber lange Zeit ausdehnen, 
bis man zu dem Schlusse berechtigt ist, daB die Bakterien die gebotenen Substanzen 
nicht als Nahrstoffe beniitzen kénnen. Alle unsere Kulturen, in denen kein Wachs- 
tum auftrat, sind 21 Tage bebriitet worden. Dabei miissen die Kélbchen natiirlich, 
um betrachtliche Konzentrationsinderungen zu vermeiden, vor Austrocknung 
moéglichst geschiitzt werden; es geniigt, sie in einen groBen Behialter, dessen 
Boden mit wassergetrankter Watte belegt ist, aufeinander zu bauen und so in 
den Brutschrank zu stellen. 

Die Vermehrung der Bakterien gibt sich an der Triibung des vorher wasser 
klaren Nahrbodens kund. Nicht immer kann man aus der Starke dieser Triibung 
auf die Menge der herangewachsenen Bakterien schlieBen; denn es kommt gelegent - 
lich, z. B. infolge des durch die Bakterien gebildeten Alkalis, zu Niederschligen, 
die bei der einfachen Betrachtung nicht immer von der Triibung durch Bakterien 
zu unterscheiden sind, weil auch diese sich bei starkerem Wachstum allmahlich 
sedimentieren. Erst die Untersuchung im hingenden Tropfen oder die Keimzahlung 
zeigt, daB zwei ganz verschieden getriibte Kulturen gleiche Zahl von Keimen 
enthalten kénnen. 

Die einzelnen Passagen sind natiirlich dauernd auf Reinkultur der eingesaiten 
Keime zu priifen. Die Gefahr der Verunreinigung ist trotz der Verwendung fliissiger 
Nahrbéden nach unseren Erfahrungen nicht groB, denn die einfachen Nahrbéden 
bieten vielen Keimen und, wie wir friiher zeigen konnten, besonders den gramposi- 
tiven — um solche handelt es sich meistens bei zufalligen Verunreinigungen —, 
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schlechte Wachstumsbedingungen. Am Schlusse jeder Passagenreihe ist die 
kulturelle und gegebenenfalls auch serologische Identifizierung der darin enthaltenen 
Keime ndotig. 

Agarhaltige feste Nahrbéden haben wir, wie oben bereits erwahnt, 


fiir die Ernahrungsversuche unter aeroben Verhaltnissen iiberhaupt nicht ver- 
wendet, sie wurden héchstens zu Ergainzungsversuchen fiir besondere Zwecke 
herangezogen. Denn gelegentlich sind Bakterien auf diesen festen Nahrbéden 
gewachsen, wihrend sie sich in derselben Nahrlésung ohne Agarzusatz nicht ver- 
mehren konnten. Das beweist, da der Agar trotz der von uns versuchten Reinigung 
unbekannte chemische Beimengungen enthielt, welche den Bakterien als Nahr- 
stoffe dienten. Uber die Technik der Ziichtung in einfachen Niaihrbéden unter 
SauerstoffausschluB wird spiter bei den betreffenden Versuchen zu sprechen sein. 


I. Teil. 

Der Verwendungsstoifwechsel der Typhus- nnd Paratyphus B-Bakterien. 
a) Uber das Vorkommen von ammoniakassimilierenden Typhusstimmen. 

van Loghem") hat zuerst beobachtet, und die Untersuchungen von 
Kisch?) haben es bestiitigt, daB es Typhusstimme gibt, die mit Am- 
moniak als einziger Stickstoffquelle auskommen kénnen. Hingegen hat- 
ten friihere Arbeiten, z. B. von Capaldi und Proskauer*) und von A. 
Fischer*) ergeben, daB die Typhusbacillen im Gegensatz zu Bacterium 
coli organische Stickstoffverbindungen zum Wachstum nétig haben. 
Die dadurch angeschnittene Frage nach den synthetischen Fahigkeiten 
der Typhusbazillen soll deshalb im folgenden systematisch untersucht 
werden. Gibt es wirklich unter den Typusbacillen Stiimme mit so weit- 
gehend verschiedener assimilatorischer Fahigkeit ? 

Als einfache kiinstliche Naihrlésung wurde ein Nahrboden gewahlt, 
der Ammoniak als einzige Stickstoff- und Milchsiure als einzige Kohlen- 
stoff- und Energiequelle enthielt; denn dieser Milchsiure-Ammoniak- 
naihrboden, wie wir ihn der Kiirze halber bezeichnen wollen, eignet sich, 
wie oben besprochen, besonders gut zur Ziichtung von ammoniakassimi- 
lierenden Keimen. Er war folgendermaBben zusammengesetzt: 0,5°, 
Kochsalz, 0,2°, Kaliumbiphosphat, 0,6°, Ammoniumlactat und die zur 
schwach alkalischen Reaktion nétige Menge Natriumecarbonat. 80 Ty- 
phusstiimme von 64 verschiedenen Typhuspatienten wurden nun darauf- 
hin gepriift, ob sie in diesem Niaihrboden in Passagen zu wachsen ver- 
mégen. Bei 62 Stimmen von 52 Patienten kam es zu keiner Vermehrung 
der eingesiiten Keime, auch nach 21 tiagiger Bebriitung war die Nahr- 
lésung noch vollig klar. 18 Stimme von 12 Patienten dagegen vermoch- 
ten sich in diesem einfachen Nihrboden zu vermehren. Nach der Be- 
impfung aus einer Schriignihragarkultur dauerte es mindestens 48 Stun- 
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den, bis sichtbares Wachstum auftrat. Im Verlauf mehrerer Tage kam 
es dann zu einer kriaftigen Triibung des Nahrbodens, unter dem Mikro- 
skop sah man im hangenden Tropfen massenhaft schlanke Stiibehen, von 
denen sich meist nur vereinzelte ziemlich langsam durchs Gesichtsfeld 
bewegten. lnpfte man durch Ubertragung von drei Osen Passage auf 
Passage im gleichen Naihrboden weiter, so dauerte es jeweils meist 2 bis 
3 Tage, bis es wiederum zur Triibung kam. Manche Stamme aber wuchsen 
nach der erstmaligen Beimpfung des kiinstlichen Naihrbodens schwerer 
und langsamer an; so vergingen manchmal 5—7 Tage, bis es zum sicht- 
baren Wachstum gekommen war. Es konnte dann der wasserklare Nihr- 
boden tagelang unverandert durchsichtig bleiben, bis plétzlich binnen 
1- oder 2 mal 24 Stunden eine deutliche, schwach-milchige Triibung ent- 
stand, ja man sah diese gelegentlich erst am 9. Tage auftreten. Waren 
aber die Bakterien einmal in dem einfachen Naihrboden angewachsen, 
so ging die Vermehrung in den weiteren Passagen meist schneller vor 
sich, doch konnte auch da ein sichtbares Wachstum tagelang auf sich 
warten lassen. Langsamere oder schnellere Vermehrung ist Eigentiim- 
lichkeit der einzelnen Stamme und hiaingt nur in ganz geringem Mabe 
von der GréBe der Einsaat ab. Gelegentlich kam es auch einmal vor, 
daB diese Stimme gar nicht anwuchsen, wobei jedoch die Wiederholung 
des Versuches Vermehrung zeigte. Es ist deshalb zur Entscheidung 
der Frage, ob ein Stamm unter so einfachen Bedingungen Ammoniak 
assimilieren kann, ein mehrmaliges Versuchen und eine langdauernde 
Bebriitung*not wendig. 

Sind nun vielleicht die ammoniakassimilierenden Typhusstamme 
anspruchsloser gewordene und an kiinstliche Nahrbéden gewoéhnte alte 
Laboratoriumsstimme ? Unter den gepriiften Kulturen waren acht 
Stimme, die seit Jahren im Laboratorium gehaiten werden. Keiner von 
diesen ist im Milchsiiure-Ammoniaknaihrboden gewachsen. Im Gegen- 
teil waren alle 18 ammoniakassimilierenden Stimme frisch aus dem 
Menschen geziichtet. Weiterhin konnte man daran denken, dal viel- 
leicht bei der iiblichen Anreicherung in Rindergalle der eine Typ von 
Typhusbacillen, bei Ziichtung in Bouillon oder auf Endoagar der andere 
Typ zum Nachweis gelangt. Eine Sichtung der Fille ergab, dali sowohl 
die ammoniakassimilierenden wie die nichtammoniakassimilierenden 
Stimme auf die eine oder andere Art durch Galleanreicherung aus 
Blut oder auf Endoagar aus Stuhl oder Urin gewonnen worden waren 
Und es zeigte sich, dap ein Typhuskranker offensichtlich entweder nur den 
einen oder den anderen Typ von Typhusbacillen in sich beherbergt. Denn 
in neun Fallen wurde 6fters aus demselben Patienten aus Blut, aus Stuhl 
oder Urin und mit zeitlichen Abstinden von wenigen Tagen bis zu 
1] Wochen Typhusbacillen isoliert und jedesmal bei ein und demselben 
Patienten entweder nur ammoniakassimilierende oder  nichtassimi- 
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lierende Stamme geztichtet. Entsprechend fand sich auch einmal bei 
zweien einige Wochen nacheinander erkrankten Mitgliedern derselben 
Familie beide Male der ammoniakassimilierende Typ von Typhusbacillen. 
Die zu diesen Untersuchungen herangezogenen Typhusstamme wurden 
der Reihenfolge nach, so wie sie im Laboratorium aus dem eingesandten 
Untersuchungsmaterial isoliert wurden, auf ihre Ammoniakassimilation 
vepriift, und zwar in der Zeit von September 1920 bis Oktober 1921; und 
es soll in diesem Zusammenhange nicht unerwahnt bleiben, daB die 12 
durch den anspruchslosen Typhusbacillus verursachten Krankheits- 
fille so in die Zahl der 52 durch den anspruchsvolleren Typhusbacillus 
hervorgerufenen Erkrankungen eingesprengt waren, da®B drei Fille 
innerhalb 8 Wochen im Herbst 1920, sieben Faille innerhalb 17 Tagen im 
Februar 1921 und nur zwei Faille spater vereinzelt aufgetreten sind. Es 
war also eine Haufung der durch den einen Typ verursachten Krank- 
heitsfille zu konstatieren; ob sie eine gemeinsame Infektionsquelle hat- 
ten, konnten wir nicht ermitteln. Wir haben also nicht beobachten kén- 
nen, dafS beide Typen von Typhusbacillen in demselben Patienten nach- 
gewiesen wurden, im Gegenteil traten sie getrennt, jeder fiir sich, wie 
zwei verschiedenartige Erreger auf. Dabei waren unter den aus Frankfurt 
a. M. und einigen Stidten der Umgebung stammenden Fallen wahrend 
der Zeit der Untersuchungen die ammoniakassimilierenden Typhus- 
stiimme erheblich seltener als der anspruchsvollere Typ von Typhus- 
bacillen. 

Diese verschiedenen Typhusstimme erscheinen also schon nach den 
bisherigen Feststellungen in ihren synthetischen Befahigungen grund- 
verschieden. Und die eine anspruchslosere Form gleicht in ihrer Fahig- 
keit der Ammoniakassimilation im Milchsiure-Ammoniaknahrboden dem 
Paratyphus B-Bacillus. Es entstand deshalb die Frage: Sind vielleicht 
diese anspruchslosen, aus Typhusfillen geziichteten Bakterien gar keine 
Typhusbacillen, trotzdem sie bei der tiblichen bakteriologischen Dia- 
gnostik kulturell Typhusbacillen gleichen und durch Typhusimmunserum 
agglutiniert werden ? 

Oette'), Wagner?), Loewenthal und Seligmann), Petterson*), Loewen- 
thal®), Ohno*), T'sakalotos’) haben nimlich Paratyphus B-Staémme be- 
schrieben, die aus Traubenzucker kein Gas zu bilden vermégen. In 
ihren kulturellen Eigenschaften ahneln sich dann also derartige Para- 
typhus B-Bacillen und Typhusbacillen. Dazu kommt, dai in 

1) EB. Oette, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 68, H.1. 1913. 

2) G. Wagner, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 71. 1913. 

3) Loewenthal und Seligmann, Berl. klin. Wochenschr. 1913, Nr. 6. 

4) Petterson, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 82. 1919. 

5) Loewenthal, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 83. 1919. 


6) Ohno, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 75. 1915. 
7) Tsakalotos, Schweiz. med. Wochenschr. 1921, Nr. 11. 
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Ubereinstimmung mit den Beobachtungen van Loghems') einige von 
unseren als ammoniakassimilierende Typhusstamme angesprochenen Kul- 
turen, die Lackmusmolke zum Umschlag brachten, womit also in kulturel- 
ler Beziehung die Ahnlichkeit zwischen den ammoniakassimilierenden Ty- 
phusstimmen und gaslosen Paratyphus B-Stammen noch vergrébert 
wurde. Es war deshalb der Gedanke nicht von der Hand zu weisen, ob 
es sich bei diesen im Milchsiure-Ammoniaknihrboden wachsenden 
Stimmen etwa um Gartnerbazillen, deren Gasbildungsvermégen ver- 
loren gegangen ist. handelt. Denn damit ware in Anbetracht der be- 
kannten serologischen Gemeinsamkeiten zwischen Typhus- und Giirt- 
nerbacillen auch die Agglutination dieser fraglichen Bakterien durch 
Typhusimmunserum in Einklang zu bringen. 

Zur Entscheidung dieser Frage sollen deshalb Paratyphus B-Bacillen, 
gaslose Paratyphus B-Bakterien, Gartnerbacillen, die ammoniakassim1- 
lierenden und die ammoniaknichtassimilierenden Typhusstamme in 
ihren kulturellen Eigenschaften und zwar hauptsichlich in ihren syn- 
thetischen Fahigkeiten, dann aber auch in ihrem sonstigen biologischen 
Verhalten miteinander verglichen werden. 


b) Uber das Verhalten der ammoniakassimilierenden und nichtammoniak- 
assimilierenden Typhusstimme in Lackmusmolke. 


Zunichst wurde das eben bereits angedeutete Verhalten dieser bei- 
derlei Typhusstimme in Petruschkyscher Lackmusmolke verfolgt und 
mit dem der Paratyphus B-Bacillen verglichen; denn es wird haufig fiir 
die Typhusdiagnose auf eine als typisch betrachtete weinrote Farbung 
und fehlende Triibung dieses Nahrbodens Wert gelegt. van Loghems*) 
Angabe, dal die ammoniakassimilierenden Typhusstamme die Lack- 
musmolke blauen, konnte im wesentlichen bestatigt werden. Es wurden 
zu diesen Versuchen acht ammoniakassimilierende und elf nichtam- 
moniakassimilierende Typhusstimme ausgewahlt und in Petruschkysche 
Lackmusmolke (Kahlbaum) eingeimpft, von welcher 4 ccm in Reagenz- 
rohrchen abgefiillt waren. Nach 24 Stunden hatten alle 19 Stamme die 
Lackmusmolke gerétet, wobei aber bereits auffiel, daB ein Teil der 
ammoniakassimilierenden den Nahrboden stirker triibte als die tibrigen ; 
am 3. Tage, gelegentlich auch etwas spiiter, bewirkten dann diese kraftig 
sich vermehrenden Stimme einen Umschlag iiber Violett nach Blau. Der 
andere, gréBere Teil der ammoniakassimilierenden Typhusstamme 
brachte jedoch die Lackmusmolke nicht zum Umschlag, sondern ver- 
hielt sich wie die nichtammoniakassimilierenden. Diese letzteren fiihrten 
nur zu einer Rétung des Nahrbodens, die sich auch nach 6 woéchiger 
Bebriitung, wihrend welcher die R6hrchen durch PlastillinverschluB vor 
EL @. 
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Verdunstung geschiitzt waren, nur unwesentlich verstirkte, ohne dab 
es aber zu einer Blauung kam. Nur bei einem Stamm haben wir nach 
2 Wochen Alkalibildung auftreten sehen; wir kommen auf diese Beob- 
achtung in anderem Zusammenhang spiiter zuriick. 

Es wurde nun versucht, ob bei einer Verstiarkung des Wachstums 
durch vermehrte Sauerstoffzufuhr vielleicht auch die bisher kein Alkali 
bildenden Typhusstimme die Lackmusmolke zum Umschlag brachten. 
Bei der Ziichtung in flacher Fliissigkeitsschicht wurde zweifellos das 
Wachstum aller Typhusstimme beschleunigt und verstarkt, die ammo- 
niaknichtassimilierenden fiihrten zu einer intensiveren Rétung, ein Farb- 
umschlag aber trat auch nach 14 Tagen nicht ein. Bei den ammoniak- 
assimilierenden Stimmen war die Beschleunigung des Wachstums noch 
deutlicher, einer von ihnen zeigte regelmaiBig nach 48 Stunden schon 
alkalische Reaktion, andere am 2. oder 3. Tage; auch hierbei bildeten 
nicht alle diese Stimme Alkali. 

Bei diesen Untersuchungen waren die Resultate mit verschiedenen 
Lieferungen der Petruschkyschen Lackmusmolke nicht ganz gleich; 
manche ammoniakassimilierenden Stimme zeigten in der einen Um- 
schlag, in einer anderen nicht. Der uns in diesem Zusammenhang 
interessierenden Frage, mit welchem chemisch-physiologischen Vor- 
gange bei diesen Bakterien der Umschlag der Lackmusmolke im Zu- 
sammenhang zu bringen ist, konnte ohnehin in diesem Nahrboden un- 
bekannter Zusammensetzung nicht niher getreten werden. Es wurde 
deshalb die natiirliche Petruschkysche Lackmusmolke verlassen, und die 
Versuche in der von Seitz!) angegebenen kiinstlichen ,,Lackmusmolke™ 
bekannter und konstanter chemischer Zusammensetzung fortgesetzt. 
Ihre Bestandteile sind: 0,5°, Kochsalz, 0,05°, Dinatriumphosphat, 
0,1°, Ammoniumsulfat, 0,2°, Natriumcitrat, 2°,, Milchzucker, 0,04°,, 
Traubenzucker, .0,005°,, Wittepepton, 0,025 °,, Azolithmin in destillier- 
tem Wasser. Dieser Nihrboden wurde zu 10 ccm in Reagenzréhrehen 
und zu 4 ccm in Kélbchen von 50 cem Rauminhalt abgefiillt und somit 
das Wachstum unserer Stimme sowohl in hoher wie in flacher Fliissig- 
keitsschicht gepriift. 

Die Seitzsche Lackmusmolke hat sich in den Laboratorien deshalb nicht 
einbiirgern kénnen, weil das Wachstum mancher Bakterien fiir praktisch-diagno- 
stische Zwecke darin zu langsam vor sich geht; so pflegt der Parat yphus B-Bacillus 
meist erst nach 3mal 24 Stunden umzuschlagen und die Mehrzahl der Typhus- 
stimme bewirkt erst nach 2—4 Tagen eine schwache Rétung, manche lassen 
sie sogar 5 Tage lang unverindert. Da ist der Kunstgriff der flachen Schicht ein 
willkommenes Hilfsmittel, diesen Seitzschen Nahrboden mit seinem groBen Vorteil 
einer konstanten Zusammensetzung brauchbar zu machen. Bei verstarkter Sauer- 
stoffzufuhr bewirkt der Paratyphus B-Bacillus bereits innerhalb der ersten 24 Stun- 
den alkalische Reaktion. Typhus- und Paratyphus A-Bacillen fiihren am 1. oder 
2. Tag zu deutlicher Rétung bei klarer Niahrfliissigkeit. 

1) Seitz, Zeitschr. f. Hyg. 11. 1912. 
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Tritt nun auch in dieser kiinstlichen Lackmusmolke ein Umschlag 
durch die ammoniakassimilierenden Typhusstimme ein? In _ hoher 
Fliissigkeitsschicht schlagen einige von ihnen nach ungefaihr 14tagiger 
Bebriitung um, wahrend es bei anderen nur zu intensiver Rotung und 
maBiger Triibung kommt. Von den nichtammoniakassimilierenden 
Stiéimmen hat auch nach 6woéchiger Bebriitung keiner alkalische Reak- 
tion hervorgerufen. In flacher Schicht tritt der Umschlag bei den be- 
treffenden ammoniakassimilierenden Typhusstiimmen schneller, etwa 
am 5. Tage ein, und auch solche, die in hoher Fliissigkeitsschicht keine 
Blauung hervorrufen, kénnen sich jetzt kraftig vermehren und Alkali 
bilden; aber auch hierbei ist es nicht bei allen ammoniakassimilierenden 
Stammen zur Bliuung der ,,Lackmusmolke** gekommen. Die weiteren 
Versuche zeigen, dab trotzdem zwischen diesen die Lackmusmolke 
rotenden und bliuenden ammoniakassimilierenden Typhusstammen 
keine prinzipiellen Unterschiede bestehen. 

Wir suchten uns tiber die Bedeutung des Peptonzusatzes fiir den 
Xeaktionsumschlag zu orientieren und stellten uns deshalb eine Seifz- 
sche Lackmusmolke ohne Pepton her und lieben gleichzeitig das Azo- 
lithmin weg, da man nicht wissen konnte, ob die Bakterien nicht diese 
Verbindung zu ihrem Aufbau mitverwenden. So erhielten wir einen Nahr- 
boden mit Ammoniak als einziger Stickstoffquelle und zwei verschiedenen 
Kohlenstoffverbindungen, Zitronensiure und Traubenzucker, den 
Milchzucker, der von den hier gepriiften Bakterienarten nicht angegriffen 
wird, behielten wir bei, um, abgesehen von der Entfernung des Peptons 
und Azolithmins méglichst wenig zu andern. In diesem Zitronensiure- 
Traubenzucker-Ammoniaknahrboden wuchsen die Paratyphus B- Bacillen 
in flacher Schicht innerhalb 24 Stunden zu dichter milchiger Triibung 
des Nahrbodens heran. Der im Milchsiure-Ammoniaknahrboden nicht 
wachsende Typ von Typhusbacillen hat sich auch hier wahrend einer 
dreiwéchigen Bebriitung nicht vermehren kénnen; die ammoniakassi- 
milierenden Typhusstimme sind dagegen simtlich gewachsen, nur viel 
langsamer als die Paratyphus B-Bacillen; es dauerte mindestens 5, 
gelegentlich sogar 9 Tage, bis eine sichtbare Triibung des Nahrbodens 
auftrat. Die Reaktion war zunichst schwach sauer, wurde aber spiter 
bei allen diesen Stimmen alkalisch. Enthielt dieser Nahrboden das Azo- 
lithmin, so trat darin bei allen ammoniakassimilierenden Typhusstammen 
iibereinstimmend, nur entsprechend der verschiedenen Wachstumsg¢ - 
schwindigkeit friiher oder spater, zuerst eine R6tung und dann eine Blau- 
ung auf. Es bewirkten also hierin auch diejenigen ammoniakassimilieren- 

den Stiimme, die in Petruschkyscher und Seitzscher Lackmusmolke keine 
Alkalibildung hervorgerufen hatten, einen Farbumschlag nach Blau. 

Danach ist es also nicht das Pepton, welches die Alkalibildung be- 
dingt, sondern es sind die Stoffwechselprodukte dafiir verantwortlich 
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zu machen, welche aus Ammoniumsulfat und Natriumcitrat entstehen. 
wahrend die Spaltung der geringen Traubenzuckermenge die anfangliche 
Saiuerung hervorruft. Hs geht hier also bei Ziichtung in flacher Schicht und 
unter den gewdhlten Ernahrungsbedingungen Ammoniakassimilation und 
Blauung der kiinstlichen ,, Lackmusmolke* parallel. 

Nach MaBgabe der besprochenen Versuche verhindert sogar bei 
manchen Stémmen die geringe Peptonmenge den Farbumschlag. Es 
tritt dies gerade bei den Stimmen in die Erscheinung, die sich in diesem 
Nahrboden nur sehr langsam vermehren. Zu einer Erklarung dieser 
Beobachtung kénnen uns zwei Tatsachen dienen: Erstens sind in ein- 
fachen kiinstlichen Nahrbéden, wie es ja auch die kiinstliche Lackmus- 
molke ist, die Typhusbacillen, wie spitere Versuche zeigen, gegen saure 
Stoffwechselprodukte besonders empfindlich, so daB es dabei leicht zu 
Wachstumshemmung oder gar Abtétung der Keime kommt. Zweitens 
dauert es bei den ammoniakassimilierenden Typhusstimmen meist 
tagelang, bis ihre Vermehrung aus Ammoniak und Zitronensiure be- 
ginnt; auch dariiber wird spiter ausfiihrlich zu sprechen sein. AuBer- 
dem wurde eben festgestellt, daB erst bei der Verwertung des Ammo- 
nium- und Zitronensduresalzes das Alkali gebildet wird. Ist nun Pepton 
in geringer Menge zugegen, so greifen die Typhusbacillen zuerst dieses 
und den Traubenzucker an, und es kommt infolge der Traubenzucker- 
spaltung zur Saurebildung: die kiinstliche Lackmusmolke wird rot. Da 
nun die Verwertung von Ammoniumsulfat und Natriumcitrat erst viele 
Tage spater einsetzt, so fehlt die der Sauerung des Nahrbodens ent- 
gegenwirkende Alkalibildung, und die tagelang anhaltende saure Re- 
aktion schidigt die Keime derart, da Entwicklungshemmungen auf- 
treten kénnen. Infolgedessen kommt es in diesen Fallen tiberhaupt 
nicht dazu, da das Ammoniak assimiliert und Alkali gebildet wird. 
Fehlt dagegen das Pepton, und ist das Ammoniumsulfat die einzige 
Stickstoffquelle, so beginnt das Wachstum der Bakterien erst mit der 
Ammoniakassimilation, so daB den sauren Stoffwechselprodukten aus 
der Traubenzuckerspaltung gleich eine Alkalibildung entgegenwirkt, und 
es nicht so leicht zur Entwicklungshemmung der Keime kommt. Es 
tritt dann der geringen Traubenzuckermenge entsprechend eine vor- 
tibergehende Rotung und nachher eine intensive Bliuung mit starker 
Triibung des Nahrbodens auf. | 

Das vielfach als charakteristisch betrachtete Verhalten der Typhus- 
stimme in Lackmusmolke ist also fiir die einzelnen Typen verschieden. 
In der alteren Literatur finden sich recht zahlreiche Angaben itiber 
Blauung der Lackmusmolke durch Typhusbacillen; diese sind in der 
sorgfaltigen Arbeit von Seitz!) zusammengestellt. Es ist durchaus wahr- 
scheinlich, daB manche dieser Autoren den ammoniakassimilierenden Typ 
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von Typhusbacillen in der Hand hatten. Es gleichen sich also in der 


natiirlichen und kiinstlichen Lackmusmolke Paratyphus B-Bacillen und 
manche ammoniakassimilierenden Typhusstimme weitgehend, und sind 
nur in der Schnelligkeit ihres Wachstums verschieden. 

Um die Stellung der ammoniakassimilierenden Typhusstimme zu 
den Paratyphus B-Bacillen weiter zu untersuchen, sind wir zur ver- 
gleichenden Beobachtung ihrer synthetischen Fihigkeiten und Er- 
naihrungsbediirfnisse in einfachen kiinstlichen Nahrbéden iibergegangen. 


e) Vergleichende Untersuchungen iiber die Ernihrungsbedingungen der am- 
monikassimilierenden und nichtammoniakassimilierenden Typhusbacillen 
und der Paratyphus B-Bakterien. 


Die synthetischen Fiahigkeiten der Paratyphus B-Bacillen und der 
nichtammoniakassimilierenden Typhusstémme sind in unseren friiheren 
Mitteilungen!) schon ausfihrlicher besprochen worden. Die Auffindung 
der ammoniakassimilierenden Typhusstamme hat gezeigt, daB das Arbei- 
ten mit mehreren Stimmen wegen der schwankenden Verhaltnisse durch- 
aus notwendig ist. Deshalb sind die friiheren Versuche durch Wieder- 
holung mit anderen Stimmen ergiinzt und durch Priifung andersartiger 
Nahrbéden ausgebaut worden; dazu tritt die in der friiheren Ver6ffent- 
lichung in Aussicht gestellte, ausfiihrliche Untersuchung der Ernihrungs- 
bediirfnisse der ammoniakassimilierenden Typhusstimme. Uber Zah! 
und Art der zu diesen Versuchen beniitzten Stimme gibt folgende Zu- 
sammenstellung Auskunft: 


Von ammoniakassimilierenden Typhusstimmen sind zu diesen Versuchen 
9 frisch aus dem Menschen geziichtete Stamme verwendet worden, daruntet 
2 Paare, die aus dem gleichen Patienten stammten. Davon wurden 3 Stamme in 
jedem besprochenen Nahrboden gepriift, eine gréBere Zahl bis zu 9 nur in den 
Nahrlésungen, in denen Schwankungen des Wachstums zu beobachten waren 
oder die uns eine besondere Wichtigkeit zu haben schienen. 

Aus der Paratyphus B-Gruppe wurden 11 Staémme herangezogen. Unter 
diesen befinden sich 2 Girtnerstimme und auferdem 2 Paratyphus B-Kulturen, 
die aus Traubenzucker kein Gas zu bilden vermégen. Diese verdanken wir det 
Freundlichkeit des Herrn Professor Bitter in Kiel und des Herrn Priv.-Doz. 
Dr. Wagner in Jena. Diese beiden von Cette?) und Wagner*) ausfiihrlich beschrie- 
benen Stiémme stimmen serologisch und in den iiblichen Laboratoriumsnahrbéden 
in jeder Beziehung mit Paratyphus B-Bacillen iiberein mit der Ausnahme, daB sie 
aus Traubenzucker und auch aus Mannit kein Gas zu bilden vermégen; sie sind 
aber, wie die genannten Autoren schon zeigten, trotzdem sehr wohl imstande, 
den Traubenzucker anzugreifen, und vermehren sich dementsprechend auch in 
einem kiinstlichen Nahrboden, der Ammoniak als Stickstoff- und Traubenzucker 
als einzige Kohlenstoffquelle enthalt, unter starker Saiuerung der Filiissigkeit. 
Von diesen 11 Stémmen wurden 3 Paratyphus B-Stimme, ein Gartnerstamm 
und ein gasloser Paratyphus B-Stamm in saimtlichen Nahrbéden gepriift, die 
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iibrigen Stémme dort, wo es bei der Besprechung der Versuche vermerkt ist. Alle 
Stimme mit Ausnahme der besprochenen gaslosen waren kulturell und serologisch 
typisch. 

Von ammoniaknichtassimilierenden Typhusstimmen haben wir 7 Kulturen 
ausgewahlt, davon sind in den ammoniakhaltigen Nahrbéden einer, in den amino- 
siurehaltigen mindestens 3, in den wichtigsten alle gepriift worden. Die 2 alten 
Laboratoriumsstémme und 5 frisch aus Typhuskranken gewonnenen Kulturen 
waren ebenfalls kulturell und serologisch typisch. 

Wenn bisher von ammoniakassimilierenden Typhusstimmen ge- 
sprochen wurde, so besagte dies soviel, daB sie ihr KérpereiweiB aus 
Ammoniak aufzubauen vermochten, wenn ihnen Milchsiure als Kohlen- 
stoff- und Energiequelle geboten wurde. Jetzt sollen andere organische 
Kohlenstoffverbindungen daraufhin gepriift werden, ob sie sich fiir diese 
Bakterien als Ausgangspunkt der Assimilation eignen, wenn sie gleich- 
zeitig die einzigen Energiequellen sind und als Stickstoffverbindung 
nur Ammoniak zur Verfiigung steht. Von den iibrigen anorganischen 
Naihrbodenbestandteilen ist fiir die ammoniakassimilierenden Typhus- 
stiimme, wie bereits festgestellt, im Milchsiure-Ammoniaknahrboden 
nur der Zusatz von Kochsalz und Phosphat notwendig. Ob aber bei 
diesen Stimmen die Beigabe von Sulfat, Magnesium- oder Eisensalzen 
wachstumbeférdernd wirkt, muB erst untersucht werden. Beim Para- 
typhus B-Bacillus ist nach unseren friiheren Versuchen eine Verbesse- 
rung seines Wachstums durch diese Zusiitze nicht mit Sicherheit festzu- 
stellen, und nie konnte beobachtet werden, dafB andere Nihrstoffe etwa 
dann nicht verwertet wurden, wenn diese Salze fehlten. Fiir die am- 
moniakassimilierenden Typhusstiimme ist dieses jetzt erst zu_priifen, 
und wir haben also allen den Nihrbéden, in denen ohne diese anorgani- 
schen Salze kein Wachstum auftritt, solehe zuzusetzen. Erst dann ist 
der SchluB berechtigt, daB bei fehlendem Wachstum die Kohlenstoff- 
oder Stickstoffverbindung unverwertbar ist, weil dafiir nicht der Mangel 
an Schwefel oder Magnesium verantwortlich gemacht werden kann. 

So haben wir zuniichst als einfachste organische Kohlenstoffverbin- 
dung die Ameisensiiure gewaihlt: In einem Ameisensiiure-Ammoniak- 
nihrboden, der 0,5°, Kochsalz, 0,2°, Phosphatgemisch, 0,005°, Mag- 
nesiumsulfat, Spuren von Calciumchlorid und Eisensulfat, 0,5°, Am- 
moniumsulfat und 0,5°, Natriumformiat enthielt, sind vier gepriifte 
ammoniakassimilierende Typhusstimme auch nach 3 Wochen langer 
Bebriitung nicht gewachsen. Auch drei untersuchte Paratyphus B- und 
zwei Gartner-Stamme konnten sich darin nicht vermehren; ebenso- 
wenig natiirlich die anspruchsvolleren, im Milchsiure-Ammoniaknihr- 
boden nicht gewachsenen Typhusstimme. Daf dieser Nahrboden an 
und fiir sich fiir Bakterienwachstum taugt, geht aus der langsamen Ver- 
mehrung des Bacillus pyocyaneus hervor, der darin, wenn auch kiim- 


merlich, in Passagen ziichtbar ist. 
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Wir sind deshalb zur Essigsdure iibergegangen. Hierbei zeigte sich 
bereits ein Unterschied zwischen den zu vergleichenden Bakterien. Der 
Nahrboden enthielt 0,5°,, Kochsalz, 0,2°,, Phosphatgemisch, 0,5°,, Am- 
moniumsulfat und 0,5°,, Natriumacetat. Darin ist von fiinf ammoniak- 
assimilierenden Typhusstimmen auch nach dreiwéchiger Bebriitung 
keiner gewachsen. Von den Paratyphus B-Bacillen hingegen konnten 
sich die meisten Stémme vermehren. Wahrend dies in den in einer 
friiheren Mitteilung angedeuteten orientierenden Versuchen bei kurzer 
Bebriitungsdauer nicht gelang, waren jetzt drei Paratyphus B-Staimme 
und ein Giartnerbacillus in Passagen zum Wachstum zu bringen. Die 
Bakterien wuchsen sehr langsam zu miaBiger Triibung des Nahrbodens 
heran und waren in der dritten Passage zum Teil ziemlich lebhaft be- 
weglich. Zwei andere Paratyphus B-Stimme haben sich aber in diesem 
Nahrboden nicht vermehrt. Wie zu erwarten war, konnten auch die im 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden nicht wachsenden Typhusstimme hier 
nicht gedeihen. Fiigte man noch 0,05°, Magnesiumsulfat und Spuren 
von Calciumchlorid und Eisensulfat hinzu, so wurden auch dadurch 
die vorher nicht gewachsenen Paratyphus B- oder Typhusstiimme nicht 
zur Vermehrung gebracht. Wir sehen hier also bereits Unterschiede 
zwischen den Paratypus B- und den ammoniakassimilierenden Typhus- 
stimmen, aber auch Schwankungen innerhalb derselben Art auf- 
treten. 

Es wurde dann die Oxalsiure gepriift, und zwar in vier verschiedenen 
Nahrlésungen. Die erste enthielt 0,5°,, Kochsalz, 0,2°,, Kaliumbiphos- 
phat, 0,6°, Ammoniumoxalat und soviel Natriumcarbonat, dab die ge- 
wiinschte schwach alkalische Reaktion entstand; der zweiten war auber- 
dem 0,005°, Magnesiumsulfat und Spuren Calciumchlorid und Eisen- 
sulfat zugesetzt. Die dritte Modifikation des Oxalsiure-Ammoniaknahr- 
bodens enthielt dieselben Mengen Kochsalz und Kaliumbiphosphat, 
0,6°% Ammoniumphosphat, 0,5°,, Natriumoxalat und die nétige Soda- 
menge, der vierten waren auberdem noch die iiblichen Mengen Ma- 
gnesiumsulfat, Calciumchlorid und Eisensulfat beigegeben. In keinem 
dieser vier Nahrbéden sind die drei gepriiften ammoniakassimilierenden 
Typhusstimme gewachsen, ebensowenig der anspruchsvollere Typ der 
Typhusbacillen. Von 10 Stammen der Paratyphus B-Gruppe dagegen 
haben sich sechs vermehren kénnen; ihr Wachstum war sehr langsam, 
begann meist erst nach 2—5 Tagen und wurde auch nach lingerer Be- 
briitung nicht kraftig. Die entstehende Triibung war nur schwach, 
doch waren die Bakterien in Passagen fortziichtbar. Bei einzelnen 
Stimmen wurden auch hier traigbewegliche Stiabchen gefunden. 
Aber auch in diesen Niaihrbéden sind nicht alle Paratyphus B-Stamme 
gewachsen, von den beiden gaslosen zeigte nur der eine ein ganz ge- 
ringes Wachstum, das aber nicht in Passagen fortfiihrbar war; ebenso 
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konnten sich die beiden Giartnerstimme und ein Voldagsenstamm nicht 
vermehren. 

Im Milchsiure-Ammoniaknahrboden von der eingangs dieser Arbeit 
angegebenen Zusammensetzung wuchsen simtliche gepriiften am- 





moniakassimilierenden Typhusstaémme und die 1] Paratyphus B-Stiimme, 
doch fiel auch hier ein Unterschied zwischen ihnen auf. Wahrend die 
Paratyphus B-Bakterien in jedesmal 24 bis héchstens 48 Stunden nach 
der Beimpfung die Naihrbéden getriibt haben, vermehrten sich die am- 
moniakassimilierenden Typhusstiimme viel z6gernder und zeigten die 
schon besprochene, bisweilen viele Tage lange Verzégerung des Wach- 
tumsbeginnes; aber auch dann war die Vermehrung bei den meisten 
Stimmen nicht so kriaftig, wie bei den Paratyphus B-Bacillen. Ver- 
gleicht man nach gleichzeitig vorgenommener Beimpfung 2 Tage spiiter 
die mit den beiderlei Bakterienarten beimpften K6élbchen, so pflegen 
simtliche Paratyphus B-Stimme tippig gewachsen zu sein, wahrend 
von den Typhusstimmen noch kaum einer den N&hrboden getriibt hat, 
und diese dann sehr verschieden langsam nacheinander doch noch zum 
Wachstum kommen. Geht die alkalische Reaktion auch nur verhilt- 
nismaBig wenig tiber den angegebenen Grad hinaus, so wird die Ent- 
wicklung der Typhusbacillen gestért oder bleibt ganz aus, wihrend in 
demselben Niahrboden die allermeisten Paratyphus B-Stimme noch, 
wenn auch nicht mehr so tippig, gedeihen. Der Zusatz von 0,005°% Ma- 
gnesiumsulfat, Spuren von Calciumchlorid und Eisensulfat bedingt in 
diesem Niahrboden eine raschere Vermehrung der ammoniakassimi- 
lierenden 'T'yphusstimme. Besonders dauert es nach der erstmaligen 
Beimpfung vom Nihragar nicht mehr so lange, bis die Staémme zu sicht- 
barer Vermehrung kommen. Ob dabei allein die Verwertung dieser 
Substanzen zum Aufbau des Bakterienleibes und nicht auBberdem 
noch andere, z. B. physikalische Faktoren eine Rolle spielen, ist aus 
diesen Versuchen nicht zu entscheiden. 

Bei der Priifung der Bernsteinsaéure, die wir mit Natriumcarbonat 
neutralisierten, haben wir uns zweier Modifikationen des Bernsteinsaure- 
Ammoniaknahrbodens bedient; die erste enthielt 0,5°, Kochsalz, 0,6°, 
Ammoniumphosphat, 0,3°,, Bernsteinsiure, mit festem Natriumcarbonat 
neutralisiert, und dann einen UberschuB von 0,7°, Normalsodalésung 
iiber den Lackmusneutralpunkt hinaus; die zweite war aus 0,5°,, Koch- 
salz, 0,2°% Phosphatgemisch, 0,5°,Ammoniumsulfat, 0,005°,, Magnesium- 
sulfat, Spuren Calciumchlorid und Eisensulfat und 0,5°, Bernstein- 
siure, die mit Natriumcarbonat neutralisiert war, zusammengesetzt. 
Fiinf ammoniakassimilierende Typhusstimme konnten sich in diesen 
Nahrbéden nicht vermehren, wohl trat in seltenen Fallen nach der ersten 
Beimpfung vom Nihragar eine ganz geringe Opalescenz auf, doch konn- 
ten Passagen trotz oftmals wiederholter Versuche nicht erzielt werden. 
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Von den Paratyphus B-Bacillen hingegen sind alle sechs gepriiften 
Stimme in zahlreichen Passagen gewachsen, darunter auch die beiden 
gaslosen und die Gartnerbacillen: es ist dabei nach 24 Stunden das 
Wachstum im allgemeinen geringer als im Milchsiure-Ammoniaknahr- 
boden, wird aber nach 2—3 Tagen ebenso iippig. Der andere anspruchs- 
vollere Typ von Typhusstiémmen ist auch unter diesen Ernaihrungsbe- 
dingungen nicht gewachsen. Im Bernsteinsiiure-Ammoniaknihrboden 
verhielten sich also die gepriiften Typhusstiimme anders wie die unter- 
suchten Paratyphus B-Stiimme. Es ist uns auch mit technischen Hilfs- 
mitteln, die sich bei spiiter zu besprechenden Gelegenheiten als bedeu- 
tungsvoll erwiesen haben, nicht gegliickt, solehe Typhusstiimme in diesem 
Nahrboden dauernd zum Wachstum zu bringen; bei sehr starker Ein. 
saat vom Nihragarréhrchen, welche die Nahrlésung stark triibte, und 
nachfolgender Bebriitung konnten keine Passagen aus dieser Bakterien- 
emulsion im gleichen Nahrboden erzielt werden; und beimpfte man den 
Bernsteinsiure -Ammoniaknihrboden nicht, wie es in unseren Ver- 
suchen, wo nichts anderes vermerkt ist, grundsiitzlich geschah, vom 
Nahragar aus, sondern mit einigen Osen einer gut gewachsenen Milch- 
siiture-Ammoniaknaihrbodenkultur, so trat zwar zuniichst geringe Ver- 
mehrung ein, die bei manchen Stimmen stirker war als nach der Be- 
impfung vom Nihragar, doch gelang es auch so nicht, mehrere Passagen 
hintereinander zu erzielen. Die Bedeutung dieser technischen Hilfs- 
mittel geht aus den weiter unten zu besprechenden Versuchsergebnissen 
hervor. Es kénnen also die Typhusbacillen Bernsteinsdure unter den 
Bedingungen unserer einfachen Niaihrgemische nicht zum Aufbau ihrer 
Leibessubstanz verwenden. 

Auch die Oxybernsteinsiiure, die Apfelsiiure, ist fiir die Paratyphus B- 
Bacillen eine sehr gute, fiir die ammoniakassimilierenden Typhus- 
stiimme dagegen eine sehr schlecht ausniitzbare Kohlenstoffquelle. Die 
beniitzte Naihrlésung enthielt 0,5°,, Kochsalz, 0,2°,, Phosphatgemisch, 
0,5°, Ammoniumsulfat und 0,5°,, Apfelsaure, die mit pulverisierter Soda 
neutralisiert war. Von drei gepriiften ammoniakassimilierenden Typhus- 
stimmen sind zwei nicht regelmaiBig und, wenn iiberhaupt, so nur sehr 
langsam und schwach gewachsen, doch waren sie dann unter allmahlich 
kraftiger werdender Vermehrung in Passagen fortziichtbar. Ein dritter 
Stamm konnte iiberhaupt nicht gedeihen. Ubertrug man ihn vom Milch- 
siure-Ammoniaknahrboden in den Apfelsiiture-Ammoniaknihrboden, so 
zeigte er eine ganz geringfiigige Vermehrung. Auch der Zusatz von 
Magnesiumsulfat, Calciumchlorid und Eisensulfat hat das Wachstum 
dieser Typhusstiimme nicht verbessert. Die Paratyphus B-Bakterien 
aber wuchsen sehr kraftig und schnell, wobei einzelne Staibchen lebhaft 
beweglich, andere unbeweglich waren. Der anspruchsvollere Typ de” 


Typhusbacillen vermochte bei Gegenwart von Apfelsiiure so wenig wie 


| 
| 
| 
| 














246 H. Braun und C, E. Cahn-Bronner: 








bei den vorher gepriiften Verbindungen das Ammoniak zu_ ver- 
werten. 

Die Versuche wurden mit der Dioxybernsteinsiure, der Weinsiure 
fortgesetzt. Der Nahrboden enthielt 0,5°, Kochsalz, 0,2°,, Phosphat- 
gemisch, 0,005°,, Magnesiumsulfat, Spuren von Calciumchlorid und 
Kisensulfat, 0,5°,, Ammoniumsulfat und 0,5°, Weinsiure, die mit pulveri- 
siertem Natriumcarbonat neutralisiert war. Von der Rechtsdrehung der 
benutzten Weinsiure haben wir uns tiberzeugt. In diesem Nihrboden sind 
weder die ammoniakassimilierenden noch dieammoniaknichtassimilieren- 
denTyphusstimme gewachsen. Aber auch die Paratyphus B- und Girtner- 





bacillen, von denen wir sieben Staémme priiften, sind zum gr6Bten Teil 
gar nicht, zwei davon nur so schlecht gewachsen, da} zwar drei Passagen 
gelangen, aber das Wachstum in jeder erst in der 2. Woche auftrat und 
nur zu einer ganz geringfiigigen Opalescenz des Nahrbodens fiihrte, wo- 





bei im haingenden Tropfen nur ganz wenige Staibchen zu sehen waren. 


Es steht dieses Resultat in Widerspruch zu den Angaben von Pesch!). Auch 
Kisch*) hat zwar mit weinsauren Salzen gearbeitet, daneben aber immer noch 
Traubenzucker als zweite Kohlenstoffquelle in den Nahrbéden gehabt, so dafB 
seine Resultate hier nicht in Betracht kommen. Pesch hingegen gibt einen aller- 
dings agarhaltigen Naihrboden mit Weinsaéure als einziger Kohlenstoff- und Am- 
moniak als einziger Stickstoffquelle als besonders giinstiges Naihrsubstrat fiir Para- 
typhus B-Bacillen an. Wir haben deshalb den Weinsaéure-Ammoniaknihrboden 
in mehrfachen Modifikationen hergestellt und haben verschiedene Mengen wein- 
sauren Kaliums und weinsauren Natriums, die von verschiedenen Quellen bezogen 
waren, zugesetzt. Einer dieser Nahrbéden enthielt statt der 0,59 des obengenann- 
ten 1°, ein anderer 0,1°%, weinsaures Natrium, ein weiterer 0,5°, weinsaures 
Natrium mit den iiblichen Mengen Magnesiumsulfats, Calciumchlorids und Eisen- 
sulfats, der letzte war aus 0,594 Kochsalz, 0,2 Phosphatgemisch, den gewohnten 
Mengen Magnesiumsulfats, Calciumchlorids und Eisensulfats, 0,5°, Ammonium- 
sulfat und 0,549, weinsaurem Kalium zusammengesetzt und zeigte damit die 
gewiinschte Alkalescenz. Aber in keiner dieser Nahrlésungen ist es zu anderen 
Beobachtungen gekommen, als sie oben beschrieben worden sind. Es ist uns daher 
nicht gelungen, den Widerspruch mit der Beobachtung von Pesch aufzukliren; 
es miiBten denn in seinem Agar unbekannte Beimengungen vorhanden gewesen 
sein, die mit Weinsiure zusammen ein so gutes Wachstum bedingt haben, wie er 
es beschrieb. 





Ein besonderes Interesse bot die dreibasische Citronensaiure, beson- 
ders in Riicksicht auf spiter zu besprechende Versuche mit Coli- und 
Shiga-Kruse-Bacillen. Denn Pesch*) berichtet, daB sie von Paratyphus 
B-Bacillen sehr gut, von Colibacillen aber nicht als Kohlenstoffquelle 
beniitzt werden kann. Unser Citronensiiure-Ammoniaknahrboden ent- 
hielt die gewohnten Mengen von Kochsalz, Kaliumbiphosphat, Ma- 
gnesiumsulfat, Caleiumchlorid und Eisensulfat, 0,6°,, Ammoniumsulfat, 


1) Pesch, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86. 1921. 
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0,6°, Natriumcitrat und soviel Natriumearbonat, als zur gewiinschten 
schwach alkalischen Reaktion notwendig war. Dieser Nihrboden eignet 
sich zur Ziichtung der Paratyphus B-Bacillen in ganz besonderem Mabe. 
Die Vermehrung aller elf Stimme wurde darin besonders tippig, und die 
-assagen waren nach 24 Stunden bereits deutlich gewachsem. Die im 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden nicht gewachsenen Typhusstimme 
kamen aber auch darin nicht zur Vermehrung. Beimpfte man nun 
diese Nahrlésung mit den ammoniakassimilierenden Typhusstimmen, 
so blieb die Fliissigkeit zunachst tagelang klar. Die schon 6fters erwaihnte 
Wachstumsverzégerung tritt in diesem Naihrboden ganz besonders deut- 
lich zutage. Hier konnte man beobachten, dab die Nahrfliissigkeit iiber 
eine Woche lang klar blieb und bei der jede 48 Stunden vorgenommenen 
Nachschau keine Spur von Wachstum sichtbar war, bis plétzlich am 
14. oder 16. Tage eine rasch zunehmende Triibung auftrat, die durch 
Reinkultur der eingesiten Bakterien hervorgerufen war; gelegentlich 
allerdings blieb bei Stimmen, die sich sonst in diesem Niaihrboden ver- 
mehren konnten, das Wachstum iiberhaupt aus. Wo es aber auftrat, 
war es in zahlreichen Passagen fortfiihrbar und ging fortschreitend 
schneller vonstatten, so daB z. B. in einem Fall, in dem das Anwachsen 
der Keime nach der Beimpfung vom Nihragar 16 Tage beansprucht hatte, 
die 4. Passage in 2 Tagen herangewachsen war. Zum Zwecke, die Ur- 
sache dieser Wachstumverzogerung zu erkennen, wurde der Citronen- 
siure-Ammoniaknihrboden in fester Form hergestellt; er enthielt die 
gleichen Bestandteile wie die fliissige Lésung und auBerdem 2,5°,, vor- 
her sorgfaltig gewasserten Stangenagars. Auf Schrigréhrchen dieses 
Nahrbodens wuchs der Paratyphus B-Bacillus in 24 Stunden zu einem 
dichten Rasen heran. Derselbe Nahrboden wurde nun mit ammoniak- 
assimilierenden Typhusstimmen beimpft, wobei die ganze Agar-Ober- 
fliche mit den vom Nihragar abgenommenen Bakterien bestrichen 
und so mit dem Vielfachen der in die fliissigen Naihrbéden eingesiten 
Keime beimpft wurde. Nachdem 2—3 Tage lang, auch mit der Lupe, keine 
Kolonien sichtbar waren, entstanden gewohnlich am 4. oder 5. Tage, gele- 
gentlich erst spiiter, vereinzelte groBe, weiBliche Kolonien in weitem Ab- 
stand voneinander, ja manchmal tiberhaupt nur eine einzige solche. Da- 
zwischen sah man unter dem Mikroskop eine gr6Bere Zahl winzig kleiner, 
durchsichtiger Kolonien, welche auch auf demselben agarhaltigen Nahr- 
boden ohne Citronensiiure zu sehen waren; diese also verdanken ihre 
Entstehung entweder dem Verbrauch der Leibesbestandteile der bei die- 
ser starken Beimpfung in groBer Zahl benachbart liegenden abgestor- 
benen Keime oder dem trotz der Wiasserung noch im Agar enthaltenen 
Beimengungen. Die groBen weiblichen Kolonien, die bis zu 1 mm 
Durchmesser hatten, hielten wir zuniichst fiir Verunreinigungen. Es 
stellte sich aber heraus, daB sie aus Typhusbacillen bestanden; und es 
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zeigte sich nun, da®B diese Kolonien aus Keimen zusammengesetzt 
waren, welche besonders leicht im Citronensiure- Ammoniaknahrboden 
weiter ziichtbar waren. So gelang es von einzelnen ammoniakassimilie- 
renden Typhusstimmen, die bei der tiblichen Beimpfung des fliissigen 
Citronensiure-Ammoniaknahrbodens vom Niahragar aus unregelmabig 
oder gar nicht anwuchsen, auf diesem Umweg iiber die stark beimpften 
festen Citronensiure-Ammoniaknahrbéden durch Abstechen  solcher 
isolierter weiBer Kolonien in den fliissigen Nihrboden zahlreiche hinter- 
einander gelegte Passagen zu erzielen. Diese Versuche sind wohl so zu 
deuten, da{ in derartigen Stimmen unter vielen Keimen nur ganz wenige 
die Fahigkeit haben, sich im Citronensiure-Ammoniaknahrboden zu 
vermehren, so daf nur einzelne Kolonien auf dicht beimpften Citronen- 
siure-Ammoniakagarnihrboden entstehen. Bei der viel geringeren 
Kinsaat in die fliissigen Nahrbéden aber kénnen so wenige dieser zur 
Vermehrung aus Citronensiure und Ammoniak befaihigten Keime ein- 
geimpft werden, daB es erst nach vielen Tagen zu sichtbarem Wachstum 
kommt, oder gelegentlich die Vermehrung tiberhaupt ausbleibt. Hier 
also kénnen wir zum erstenmal in diesen Versuchen eine verschiedene 
Bejahigung der einzelnen Keime innerhalb desselben Stammes, der selbst 
aus einer Kolonie hervorgegangen ist, beobachten. Wir kommen spiiter 
ausfiihrlich darauf zuriick. 

Des weiteren wurden Versuche mit einem Alkohol gemacht und das 
schon von A. Fischer und van Loghem beniitzte Glycerin gewahlt. Der 
Nahrboden enthielt die gewohnten Mengen Kochsalz, Phosphatgemisch, 
Magnesiumsulfat, Calciumchlorid, Eisensulfat, 0/5°,, Ammoniumsulfat 
und 0,5°, Glycerin. Vier daraufhin gepriifte Paratyphus B-Stamme 
wuchsen darin auberordentlich schnell und tippig und waren in zahl- 
reichen Passagen fortziichtbar. Die ammoniakassimilierenden Typhus- 
stimme gediehen ebenfalls gut, bedurften aber auch hier einiger Tage, 
bis sichtbares Wachstum auftrat. Sie waren ebenfalls in Passagen fort- 
ziichtbar, doch miissen diese angelegt werden, sobald das Wachstum 
zu deutlich sichtbarer Triibung des Nahrbodens gefiihrt hat, denn diese 
Kulturen sterben sehr schnell ab, wahrscheinlich infolge der sauren 
Stoffwechselprodukte, welche aus dem Glycerin entstehen. In diesen 
einfachen Nahrbéden besitzen die Bakterien, wie anderen Ortes') aus- 
fiihrlich gezeigt werden konnte, allgemein gegen chemische und physi- 
kalische Schaidigungen erhéhte Empfindlichkeit, so dag Wachstums- 
hemmungen und Abtétung schon unter Bedingungen erfolgen kénnen, 
bei denen noch keine schidigenden Einfliisse auf Bakterien des gleichen 
Stammes, die sich in Nahrbouillon entwickelt haben, zu beobachten sind. 
Auch in diesen Versuchen geschah es mitunter, daB Passagen nicht ge- 
lingen wollten, auch wenn die gleichzeitige Beimpfung eines Nahragar- 


1) Cahn-Bronner, Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. u. ex p. Therap. 33, H. 4/5. 1921. 
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rohrehens noch die Anwesenheit von lebenden Keimen bewies. Hier 
haben wir damit zu rechnen, daB auch dann, wenn noch nicht alle Bak- 
terien abgestorben sind, die Uberlebenden doch in ihrer Vitalitat ge- 
schadigt sind. Der in den bisher besprochenen Niaihrbéden nicht zum 
Wachstum gekommene andere Typ der Typhusstimme vermochte auch 
bei Gegenwart von Glycerin das Ammoniak nicht zu assimilieren. 

Dab die Kohlenhydrate in diesen einfachen Nahrbéden auch dann, 

wenn sie die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle darstellen, gespalten 
und verwertet werden kénnen, haben wir schon friiher*) gezeigt. Para- 
typhus B-Bacillen wuchsen in einem Traubenzucker- oder Maltose- 
Ammoniak-, aber natiirlich nicht in einem Milchzucker- oder Saccharose- 
Ammoniakniahrboden. Auch die aus Traubenzucker kein Gas bildenden 
Paratyphus B-Stimme konnten sich, wie bereits vermerkt, im Trauben- 
zucker-Ammoniaknahrboden unter Saéurebildung vermehren. Die am- 
moniakassimilierenden Typhusstimme gediehen, wie zu erwarten war, 
im Traubenzucker-Ammoniaknihrboden, doch waren Passagen ziem- 
lich schwer zu gewinnen; dies hat wiederum seinen Grund in den ent- 
stehenden sauren Stoffwechselprodukten und tritt hier deutlicher als 
beim Glycerin in die Erscheinung. Die mit den bisher besprochenen 
Kohlenwasserstoffverbindungen zur Ammoniakassimilation nicht be- 
fihigten Typhusstamme waren dazu auch bei Gegenwart der Kohlen- 
hydrate auBerstande. Ein daraufhin gepriifter Stamm konnte auch in 
einem Milchsiure-Ammoniaknihrboden, der 0.5°,, Traubenzucker oder 
0.5°, Maltose als zweite Energiequelle enthielt, nicht wachsen. 

Reiner Miiller'), Oette?), Wagner*) haben verschiedene Kohlenhydrate 
und die ihnen zugehérigen Alkohole auf Saéure- und Gasbildung durch 
Typhus- und Paratyphus B-Bacillen zum Zwecke der Differenzierung 
dieser beiden Arten untersucht und gefunden, daB z. B. aus Arabinose 
von Paratyphus B-Bacillen sehr wohl, von Typhusbacillen dagegen keine 
Saure gebildet wird. Wir haben deshalb einen Arabinose-Ammoniak- 
nihrboden hergestellt, der 0,5°, Kochsalz, 0,2°, Kaliumbiphosphat, 
05°, Ammoniumsulfat, 0,5°,, Arabinose und die nétige Menge Natrium- 
carbonat enthielt. Darin sind fiinf gepriifte Paratyphus B- und ein 
Girtnerstamm unter Siurebildung tippig in Passagen gewachsen. Da- 
gegen haben sich weder die ammoniakassimilierenden, noch die nicht- 
ammoniakassimilierenden Typhusstéimme vermehren kénnen, auch nicht 
nach Zusatz der iiblichen Mengen von Magnesiumsulfat, Caleiumchlorid 
und Eisensulfat und 3 Wochen langer Bebriitung. 

Wir haben so eine Reihe einfach gebauter Kohlenwasserstoffverbin- 
dungen auf ihre Eignung als Nihrstoffe fiir zwei verschiedene Bakterien- 





1) R. Miiller, Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenk. u. Infektionskrankh., Abt. 1, 
Orig. 58. 1911. 
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arten unter Verhaltnissen untersucht, in denen sie die einzigen Kohlen- 
stoff- und Energiequellen waren und Ammoniak als einzige Stickstoff- 
verbindung zur Verfiigung stand. Die Ergebnisse der bisher besproche- 
nen Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt; diese umfaBt eine 
Auswahl der zu den Untersuchungen beniitzten Stimme. Sie zeigt die 
Unterschiede zwischen den beiden Bakterienarten und auerdem die 
Schwankungen innerhalb der Art. 


Die Verwertung von Nitrat als einzige Stickstoffquelle. 


Die nichste Frage ist nun, in welcher anderen Verbindung als mit 
Wasserstoff der Stickstoff von diesen Bakterien assimiliert werden 
kann. Ehe man sich organischen Stickstoffverbindungen zuwandte, 
war das Nitrat zu untersuchen. Man hatte sich also Nahrbéden zusam- 
menzusetzen, welche die notwendigen mineralischen Bestandteile, 
eine organische Kohlenstoffverbindung und Nitrat als einzige Stick- 
stoffquelle enthielten. Ein solcher Milchsaiure-Nitratnahrboden, der 
0,5° Kochsalz, 0,2°, Kaliumbiphosphat, 0,5°, milchsaures Natrium, 
0,5°, Kalium- oder Natriumnitrat und die nétige Menge Natriumcarbo- 
nat enthielt, gestattete den sechs gepriiften ammoniakassimilierenden 
Typhusstimmen keine Vermehrung. Wenn auch gelegentlich in der 
ersten Passage im Laufe von 2—3 Wochen eine ganz geringfiigige Trii- 
bung des Nahrbodens auftrat, gelang es doch niemals, mehrere Uber- 
tragungen in demselben Nahrboden vorzunehmen. Ganz ahnlich ver- 
hielten sich die acht gepriiften Paratyphus B- und ein Girtnerstamm. 
Bei den meisten fehlte auch nach 3 Wochen jegliche Vermehrung. Bei 
den beiden gaslosen und einem anderen Paratyphus B-Stamm trat nach 
langerer Zeit eine ganz geringe Triibung der Nahrlésung auf, ohne dab 
Passagen zu gewinnen waren. Nur bei einem Stamm konnten bis zu 
vier Passagen erzielt werden, wobei sich aber jedesmal das Wachstum nur 
in einer ganz schwachen Triibung des Nahrbodens kundgab und mikro- 
skopisch nur wenige Staibchen zu sehen waren. Auch die gepriiften am- 
moniaknichtassimilierenden Typhusstimme waren auberstande, das 
Nitrat zu assimilieren. Die Zugabe von Magnesiumsulfat, Calcium- 
chlorid und Eisensulfat hat keinem dieser Bakterien darin Wachstum 
erlaubt. Da®b der Naihrboden als solcher wohl imstande war, Bakterien 
als Nahrsubstrat zu dienen, sofern sie nur unter diesen einfachen Verhalt- 
nissen denitrifizieren kénnen, bewies das kraftige und rasche Wachstum 
des Bacillus pyocyaneus in diesem Nihrboden. Es ist also weder den Ty- 
phus- noch denParatyphus B-Stiimmen gelungen, den Nitratstickstoff zum 
Aufbau ihrer Leibessubstanz zu verwerten; doch legte die geringe Ver- 
mehrung des einen Paratyphus B-Stammes die Frage nahe, ob die 
Energie beanspruchende Denitrifizierung vielleicht nur deshalb nicht 
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geleistet werden konnte, weil zu wenig Energiematerial vorhanden war. 
Es wurde deshalb die Milchsiure durch energiereichere und nachge- 
wiesenermabBen gut ausniitzbare organische Kohlenstoffverbindungen, 
0,5°,, Citronensiure oder 0,5°%, Glycerin oder 0,5°, Traubenzucker er- 
setzt. Aber auch so gelang diesen Bakterien die Nitratverwertung nicht. 
Im Traubenzucker-Nitratnihrboden konnte tiberhaupt keine Vermeh- 
rung beobachtet werden, im Citronensdure- und Glycerin-Nitratnahr- 
boden traten zwar hiufiger als mit Milchsiure und Nitrat Triibungen 
nach der erstmaligen Beimpfung dieser Nahrbéden vom Bouillonagar 
aus auf, doch sind mehrere Passagen auch darin nicht gelungen. Schlieb- 
lich wurde gepriift, ob dieses negative Resultat vielleicht dadurch zu 
erkliren sei, daB das Nitrat entwicklungshemmend wirkt, denn wir 
muBten, wie eben besprochen, im Auge behalten, daB derartige Er- 
nihrungsstérungen in einfachen kiinstlichen Nahrbéden schon bei sol- 
chen Verdiinnungen der betreffenden giftigen Substanzen auftreten 
kénnen, die in Bouillon noch nicht schadlich wirken. Aber der Hem- 
mungsversuch zeigte, dafsi im Milchsiure-Ammoniaknahrboden auch 
der Zusatz von 4°, Natriumnitrat die Entwicklung der Paratyphus B- 
Bacillen noch nicht aufhielt. Wir wollten unser Resultat der schlechten 
oder fehlenden Ausniitzung des Nitrats durch Paratyphus B-Bacillen 
deshalb etwas naiher verfolgen, weil wir damit im Widerspruch zu Kisch 
stehen; er hat agarhaltige Nahrbéden verwendet, auf denen auch ohne 
Stickstoffquelle bereits ein ganz geringes Wachstum bemerkbar war; 
wir haben nun ebenfalls einen derartigen Naihrboden hergestellt, der die 
oben angegebenen Mengen von Kochsalz, Kaliumbiphosphat, Natrium- 
nitrat, Natriumlactat und Natriumcarbonat und auBerdem 2,5°%, Agar 
enthielt. Darauf ist auch in unseren Versuchen der Paratyphus B-Ba- 
cillus in feinem Rasen gewachsen und war in Passagen fortziichtbar. In 
einer Agar-Schiittelkultur dieses Nahrbodens traten nach 48 Stunden 
kleine Kolonien unmittelbar unter der Oberfliche auf; aber auf dem- 
selben festen Naihrboden wuchsen trotz vorheriger sorgfiltiger Wiisse- 
rung des Agars auch ohne Zusatz einer Stickstoffquelle die Paratyphus B- 
Bacillen in feinen, mit der Lupe deutlich sichtbaren Kolonien. Da 
auBerdem dieselbe Naihrlésung, die mit dem Agar vermischt, Vermehrung 
gestattete, ohne Agar in flacher Schicht kein Wachstum erkennen lief, 
so miissen wir schlieBen, daB es hier im Agar vorhandene unbekannte 
wachstumsfordernde Stoffe sind, welche im festen Milchsiure-Nitratnahr- 
hoden bei Kisch wie bei unseren Versuchen mit agarhaltigen Nihrbéden 
das Wachstum bedangen. Wir haben den Versuch mitgeteilt, um an 
diesem Beispiel zu zeigen, da derartige ernaihrungsphysiologische 
Untersuchungen in exakter Form solange nur in fliissigen agarfreien 
Niahrbéden méglich sind, bis wir eine sicher arbeitende Methode der 
Agarreinigung haben. 
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Die Verwertung der Aminosduren. 

Die Versuche wurden mit Glykokoll als einziger verfiigbarer Stick- 
stoffkohlenstoff- und Energiequelle begonnen. Der Nahrboden enthielt 
die tblichen Mengen Kochsalz, Phosphatgemisch, Magnesiumsulfat, 
Calciumchlorid, Eisensulfat und 0,5°,, Glykokoll. Die ammoniakassimi- 
lierenden Typhusstiimme sind in diesem Nahrboden nicht gewachsen, 
ebensowenig die ammoniaknichtassimilierenden. Auch die Mehrzahl 
der Paratyphus B-Stimme und ein Gartnerstamm konnten sich darin 
nicht vermehren; doch ist von dreien einer im Verlauf von einer Woche 
bis zur Opalescenz des Naihrbodens und in weiteren Passagen kriftiger 
gediehen. Wir miissen also unsere friiheren Angaben dahin ergiinzen, 
daB es doch Paratyphus B-Stimme gibt, welche von Glykokoll allein ihre 
Leibessubstanz aufzubauen vermégen. Und bezeichnenderweise gehért 
dieser die Aminoessigsiiure verwertende Paratyphus B-Stamm zu denen, 
welche imstande sind, von Ammoniak und Essigsiiure zu leben. Bedeu- 
tet nun die Unfahigkeit der ammoniakassimilierenden Typhusstimme, 
sich von Glykokoll zu vermehren, da{} sie diese Aminosiure nicht als 
Stickstoffquelle verwerten kénnen ? oder ist es die Energiearmut dieser 
Verbindung, welche das Wachstum nicht aufkommen liBt? Denn es 
waren doch gerade diese Stimme nicht imstande, die Essigsiiure als 
einzige Energiequelle zu benutzen. Wir fiigten also noch Milchsaure, 
eine sowohl fiir Typhus- wie Paratyphus B-Bacillen als ausreichend er- 
kannte Energiequelle in der Menge von 0,5°, milchsauren Natriums, 
dessen schwachsaure Lésung mit Natriumcarbonat neutralisiert war, 
hinzu, so daB also das Glykokoll jetzt nur als Stickstoffquelle zu dienen 
brauchte. Und daraufhin sind sowohl die sechs gepriiften ammoniak- 
assimilierenden Typhusstimme als auch die mit Glykokoll allein nicht ge- 
wachsenen Paratyphus B-Staimme, die ersten in etwa 3 Tagen, die letzten 
in 24 Stunden gewachsen und in Passagen fortziichtbar gewesen. Dazu 
war der Zusatz des Magnesiumsulfats und des Calcium- oder Eisensalzes 
nicht nétig. Vier ammoniaknichtassimilierende Typhusstiimme _hin- 
gegen sind in diesem Niahrboden, auch mit diesen mineralischen Be- 
standteilen, nicht gewachsen. Das d-Alanin erwies sich als ausreichender 
Nihrstoff, auch ohne da8 Milchsaure als zweite Energiequelle vorhanden 
war, und wenn die Bakterien aus dieser Verbindung allein ihren Stick- 
stoff-, Kohlenstoff- und Energiebedarf decken muBten. Der Nahrboden 
enthielt 0,5°%, Kochsalz, 0,2°%, Phosphatgemisch, 0,005°,, Magnesium- 
sulfat, die iiblichen Mengen von Calciumchlorid und Eisensulfat und 
0.5%, Alanin. Darin sind sechs ammoniakassimilierende Typhus- 
stimme nach 4--6 Tagen, andere noch langsamer bis zur kraftigen 
Triibung des Naihrbodens herangewachsen. Fiinf Paratyphus B-Staimme 
und der Girtnerbacillus sind sehr rasch und tippig gediehen. Hierbei 
kommt also wohl der gréBere Energiegehalt des Alanins gegeniiber dem 
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Glykokoll zum Ausdruck, und es erinnert das gute Wachstum dieser 
Bakterien mit der Aminopropionsiure an die Fahigkeit der gleichen 
Stimme, ihre Leibessubstanz aus Ammoniak und der Oxypropionsaure 
aufzubauen. Die ammoniaknichtassimilierenden Typhusstimine hingegen 
konnten denim Alanin gebundenen Stickstoff nicht beniitzen, denn die vier 
gepriiften Stiimme sind in diesem Nahrboden auch nach Zusatz von 0,5°% 
milchsaurem Natrium und den tiblichen Mengen Magnesiumsulfat ,Calcium- 
chlorid und Eisensulfat nach 3 Wochen langer Bebriitung nicht gewachsen. 

Die Asparaginsiiure bot als Aminobernsteinsiure ein besonderes 
Interesse, weil es uns in den oben beschriebenen Versuchen nicht gelungen 
war, die ammoniakassimilierenden Typhusstamme im Bernsteinsaure- 
Ammoniaknahrboden zum Wachstum zu bringen. Sie wurde mit pulveri- 
siertem Natriumcarbonat neutralisiert und dann zu 0,5°,, einem Nahrbo- 
den zugesetzt, der auBerdem die tiblichen Mengen von Kochsalz, Phos- 
phatgemisch, Magnesiumsulfat, Calciumchlorid und Eisensulfat enthielt. 
Darin sind die ammoniakassimilierenden Typhusstamme zum Teil gar 
nicht, zum Teil schlecht und unregelmaibig gewachsen. Zwei davon 
waren trotz mehrfacher Versuche tiberhaupt nicht zum Wachstum zu 
bringen, sechs andere sind nach etwa einer Woche allmahlich herange- 
wachsen, und es lieben sich auch hintereinandergelegte Passagen er- 
zielen; doch gelang es nicht regelmabig, sie zur Vermehrung zu bringen. 
Demgegeniiber sind die vier gepriiften Paratyphus B-Stamme, unter 
denen sich auch die beiden gaslosen befanden, und ein Gartnerstamm 
kraftig und in Passagen gewachsen, allerdings entsprechend der etwas 
schwierigeren Vermehrung mit Bernsteinsiure langsamer als mit Alanin. 
Wir sehen also, daB die Aminobernsteinsiure fiir die animoniakassimi- 
lierenden Typhusstimme ein schlechter verwertbarer Korper ist, als 
die Aminopropionsaure, und es wird der Grund dafiir in der schlechten 
Ausniitzbarkeit des Bernsteinsiurerestes zu suchen sein. Immerhin 
hat (unter der Voraussetzung, da® unser Praiparat wirklich absolut rein 
war), die Bindung des Ammoniakrestes an das Kohlenstoffatom die vor- 
her unverwertbare Bernsteinsiure wenigstens fiir einige Stémme aus- 
niitzbar gemacht. Gab man Milchsiure hinzu, so wuchsen die ammoniak- 
assimilierenden Stimme kraftig und in Passagen. Solange also die Ami- 
nosiiure die einzige organische Substanz war, wurde sie gar nicht oder 
schlecht ausgenutzt. Denn dabei muBte sie zwecks Energiegewinnung 
mindestens zum Teil gespalten werden, und eben die Spaltung der 
Bernsteinsiiure macht Schwierigkeiten. Wir haben also wohl anzuneh- 
men, da} dies bei weiterer Energiezufuhr durch Milchsaure leichter ge- 
lingt, denn es fehlt uns an Anhaltspunkten dafiir, daB die unveranderte 
Asparaginsaure, die in diesem Nahrboden die einzige Stickstoffverbin- 
dung ist, als Ganzes zum Aufbau des BakterieneiweiBes verwendet wird. 
Die nichtammoniakassimilierenden Typhusstamme, die organisch ge- 
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bundenen Stickstoff brauchen, kénnen namlich auch in Milchséure- 
Asparaginsiurenahrboden nicht wachsen; alle sieben gepriiften Stamme 
haben darin keine Vermehrung gezeigt. Beim 1-Leuein liegen die Ver- 
haltnisse ihnlich wie beim Glykokoll. Auch diese Aminosiure ist wenig 
geeignet, den hier zu untersuchenden Bakterien ohne weitere Energie- 
zufuhr als Ausgangspunkt der Assimilation zu dienen. Der Nahrboden 
enthielt die iiblichen Mengen von Kochsalz, Phosphatgemisch, Ma- 
gnesiumsulfat, Caleiumchlorid, Eisensulfat und 0,5°, 1-Leucin. Die am- 
moniakassimilierenden Typhusstimme zeigten wohl zum Teil eine 
anfingliche geringe Vermehrung, waren aber nicht in Passagen ziicht- 
bar. Auch die Paratyphus B-Bacillen konnten sich nicht in Passagen 
vermehren. Beim Leucin traten bereits Verschiedenheiten unter den 
uns zur Verfiigung stehenden Proben dieses Kérpers auf. Die obigen 
Resultate beziehen sich auf ein aus dem Laboratorium Emil Fischers 
stammendes und ein zweites von der Firma Merck geliefertes Priparat. 
Ein drittes unbekannter Herkunft erlaubte im Gegensatz zu diesen 
einem Teil der Paratyphus B-Stéimme ein ganz geringes Wachstum, es 
sind von 7 Stammen fiinf in mehreren Passagen gediehen. Die ammoniak- 
assimilierenden Typhusstamme konnten sich aber auch damit nicht 
vermehren. Sobald dem Leucinnihrboden (l-Leucin Merck) Milchsiiure 
beigefiigt wurde, sind die 4 untersuchten ammoniakassimilierenden 
Typhusstamme und ebenso alle sieben Paratyphus B- und ein Gartner- 
stamm rasch und kraftig in Passagen gewachsen. Fiinf ammoniak- 
nichtassimilierende Typhusstimme sind aber auch in diesem Milch- 
sdure-Leucinniihrboden nicht zur Vermehrung gekommen. 

Mit 1-Tyrosin haben wir nur einige orientierende Versuche gemacht, 
denn seine geringe Léslichkeit beeintrachtigte die Deutung der Ziichtungs- 
resultate, weil man nicht wubte, ob das Fehlen oder ein nur schwaches 
Auftreten des Bakterienwachstums auf die Schwierigkeit in der Aus- 
niitzung dieses Stoffes oder auf der zu geringen verfiigbaren Quantitat 
desselben beruht. Es léste sich das Tyrosin allerdings in unseren schwach 
alkalischen, mit den verschiedenen anderen Zusiatzen versehenen Nihr- 
béden erheblich besser als im destillierten Wasser und fiel im Gegen- 
satz zu unserer friiher beniitzten 0,25 proz., in einer 0,1 proz. Losung 
auch in der Kalte nicht mehr aus. In einem solehen Tyrosinnahrboden 
mit 0,5°, Kochsalz, 0,2°(, Phosphatgemisch, den iiblichen Mengen Ma- 
gnesiumsulfat, Calciumchlorid und Eisensulfat und 0,1°, 1-Tyrosin 
konnten weder Paratyphus B-Bakterien, noch die ammoniakassimilieren- 
den Typhusstamme wachsen. Darin ist also nur '/; der sonst iiblichen 
Aminosiuremenge enthalten. Wir haben uns deshalb einen Alanin- 
nihrboden von der oben angegebenen Zusammensetzung, in dem Para- 
typhus B- und ammoniakassimilierende Typhusstimme gut gewachsen 
waren, hergestellt, der aber jetzt statt 0,.5°, ebenfalls nur 0,1°, Alanin 
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enthielt, um zu priifen, was diese Nihrstoffverminderung fiir das Bakte- 
rienwachstum bedeutet. Die Paratyphus B-Bacillen konnten sich auch 
darin vermehren; die ammoniakassimilierenden Typhusstimme kamen 
aber nicht mehr zur Entwicklung. Dieser Versuch lehrte, da das feh- 
lende Wachstum aus Tyrosin nicht, wie wir das friiher taten, als Zeichen 
der Unverwertbarkeit des Oxyphenylalanins als einziger Stickstoff- und 
Kohlenstoffquelle gedeutet werden muB, sondern dali man wenigstens fiir 
die ammoniakassimilierenden Typhusstimme damit zu rechnen hat, daB 
vielleicht zu wenig Nahrmaterial zur Verfiigung steht. Da das Tyrosin 
angreifbar ist und als Stickstoffquelle dienen kann, geht daraus hervor, dal 
nach Zusatz von Milchsiure die Paratyphus B-Bacillen sich, wenn auch 
ziemlich kiimmerlich, vermehren konnten. Drei ammoniakassimilierende 
Typhusstamme sind im Tyrosin-Milehsiurenahrboden in einigen Passagen 
allerdings sehr langsam gewachsen; die ammoniaknichtassimilierenden 
Typhusstimme konnten sich auch in diesem Nihrboden nicht verimehren. 

‘Labelle IL gibt einen Uberblick iiber die eben besprochenen Versuche 
mit Aminosiiuren; sie enthalt eine Auswahl der untersuchten Stamme. 


Tabelle IT. Die Verwertung einiger Aminosiuren durch Paratyphus B-, 

Giirtner-, ammoniakassimilierende und ammoniaknichtassimilierende 

Typhusbacillen. Die Stiiynme und ihre Bezeichnungen sind die gleichen 
wie die in der Tabelle I. 











Zeichenerklirung: + bedeutet Wachstum in zahlreichen Passagen. 0 be- 


deutet kein Wachstum. om bedeutet, der betreffende Stamm ist in mehrmaligen 


Versuchen einmal gewachsen, ein anderes Mal nicht. O+ bedeutet, daB er in 
der Mehrzahl der Versuche nicht gewachsen, +0, dai er in der Mehrzahl der 
Versuche gewachsen ist. Wo jeder Vermerk fehlt, sind die betreffenden Ver- 
suche mit dem Stamm nicht ausgefiihrt worden. 
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SchlieBlich wurde das Tryptophan gepriift. Diese Substanz bot ein 
ganz besonderes Interesse. Nach unseren friiheren Untersuchungen!) ist 
dies die einzige Aminosiiure, mit welcher die ammoniaknichtassimilie- 
renden Typhusstimme wachsen, die in keinem der bisher besprochenen 
Naéhrbéden zur Vermehrung gebracht werden konnten. AuBerdem 
spielt das Tryptophan fiir anaérobes Wachstum eine besondere Rolle. 
Es standen uns nur relativ geringe Mengen dieser Substanz zur Ver- 
fiigung, so daf§ wir nur mit wenigen Stémmen, einem Paratyphus B-, 
drei ammoniakassimilierenden und zwei nichtammoniakassimilierenden 
Typhusstiimmen Versuche machen konnten. Die einzelnen Tryptophan- 
priparate waren als Bakteriennihrstoffe nicht gleichwertig. Der Niihr- 
boden enthielt 0,5°% Kochsalz, 0,2°, Kaliumbiphosphat, 0,5°, Trypto- 
phan und die zur schwachalkalischen Reaktion nétige Menge von Na- 
triumcarbonat. Bei unseren friiher mitgeteilten Versuchen') haben wir 
Tryptophan, das uns von Herrn Geh. Rat Ellinger zur Verfiigung ge- 
stellt wurde, auBerdem ein Praparat der Firma Merck und zwei andere 
unbekannter Herkunft beniitzt und bei allen vier Substanzen die glei- 
chen Beobachtungen gemacht. Die Paratyphus B-Bacillen wuchsen in 
diesem Nahrboden langsam und spirlich, aber in Passagen, die ammoniak- 
nichtassimilierenden Typhusstimme dagegen nicht. Fiigte man 0,5%, 
milchsaures Natrium hinzu, so sind beide Arten iippig gewachsen. Fiir 
unsere jetzigen Versuche mit den ammoniakassimilierenden Typhus- 
stiimmen stand uns ein Praparat von Herrn Prof. Newberg, dem wir auch 
bei dieser Gelegenheit bestens danken, zur Verfiigung. Damit sind die 
ammoniakassimilierenden Typhusstimme iippig und in Passagen, eben- 
so die Paratyphus B-Stamme, aber auch die ammoniaknichtassimi- 
lierenden Typhusstamme gewachsen. Es war hier fiir diese letzteren 
also kein Milchsiurezusatz nétig. Ein spiter von den Grenzach-Werken 
bezogenes Tryptophan aber erlaubte zwar den Paratyphus B-Bacillen 
ein sehr spirliches, nach Milchsiurezusatz deutlicheres Wachstum, 
doch blieb die Vermehrung der ammoniakassimilierenden und _ nicht- 
ammoniakassimilicrenden Typhusstéimme aus; sie sind auch nach Zu- 
satz von 0,5%, Milchsiure oder 0,5°%, Traubenzucker mit dem Grenz- 
acher-Tryptophan nicht gewachsen. 

Diese tryptophanhaltigen Nahrbéden entsprechen nach unserer An- 
sicht nicht mehr den chemisch einwandfreien Bedingungen, wie wir sie 
als grundsitzlich fiir unsere Untersuchungen bezeichneten. Unsere 
Tryptophanpriparate sind nicht synthetisch dargestellt, und es ist 
nicht yon der Hand zu weisen, daB sie einen wechselnden Gehalt an so 
geringen Beimengungen haben kénnen, da diese zwar nicht mehr 
chemisch nachweisbar sind, wohl aber fiir den Stoffwechsel der Bak- 
terien noch in Betracht kommen kénnten. AuBerdem geht das Ver- 
-}) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 1, 3, 5, 1921. 
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dauungstryptophan bei der tiblichen Reinigung zum Teil in race- 
misches tiber. 

Wir baten Herrn Geheimrat Ellinger, bei 3 unserer Praparate, von denen uns 
noch geringe Mengen zur Verfiigung standen, die Schmelzpunkte und die optische 
Aktivitét zu bestimmen. Die Werte fiir die Schmelzpunkte waren 245—247°, 
256°, 277°. Die Werte fiir die spezifische Drehung in 1/,proz. wasseriger 
Lésung waren —40°,—23°, —26°; sie liegen also innerhalb der Werte, die von 
verschiedenen Beobachtern fiir ,,reines** Verdauungstry ptophan angegeben werden, 
zeigen aber doch durch die erheblichen Abweichungen untereinander, dab 
Unterschiede im Grad der Reinheit vorhanden sein miissen. : 

Im AnschluB an diese Tryptophanversuche wurden noch einige 
Indolderivate untersucht. Dabei interessierte in erster Linie das Ver- 
halten der ammoniaknichtassimilierenden Typhusstimme, die ja mit 
Ausnahme des Tryptophannahrbodens in keinem der bisher besproche- 
nen Nihrlésungen gewachsen waren. Infolgedessen wurden mit diesen 
Substanzen, von denen uns wenige Zentigramme zur Verfiigung stan- 
den, nur ein solcher ammoniaknichtassimilierender Typhus- und zum 
Vergleich ein Paratyphus B-Stamm in orientierenden Versuchen ge- 
priift. Es handelte sich um die Frage: Ist das Indolalanin als solches 
zur Vermehrung dieser anspruchsvollen Typhusbacillen notwendig ? 
DaB sie mit Alanin oder Alanin und Milchsaiure nicht zu wachsen ver- 
mégen, wurde bereits oben besprochen. Es kann also nicht allein der 
Stickstoff der Alaninseitenkette des Tryptophans sein, der hier als 
Stickstoffquelle dient. Ist es der Jndolkern und das im Ring gebundene 
Stickstoffatom, welchem das Tryptophan seine besondere Bedeutung 
fiir die Ernihrung dieser Bakterien verdankt ? Wir haben zunichst ver- 
sucht, ob eine Indolearbonsiure das Tryptophan ersetzen kann. Der 
Nahrboden enthielt auBer den iiblichen Mengen von Kochsalz, Ka- 
liumbiphosphat, Magnesiumsulfat, Calciumchlorid, Eisensulfat, 0,5°, 
Indol-«-Carbonsaure und die nétigen Mengen Natriumcarbonat. Darin 
ist weder der Paratyphus B- noch der Typhusstamm gewachsen. Auch 
nach Zusatz von 0,5°, Traubenzucker oder milchsaurem Natrium ver- 
mehrten sich diese Bakterien nicht. Selbst wenn wir auberdem 0,25°% 
Asparaginsaiure oder 0,5°, Alanin beifiigten, war kein Wachstum der 
Typhusbacillen zu erzielen, wohingegen die Paratyphus B-Bakterien 
natiirlich gut gediehen, da sie von den zugesetzten Aminosiuren allein 
leben kénnen. Auch eine Indoldicarbonsaure gestattete den beiden Bak- 
terienarten keine Vermehrung. 0,5°% Indol-«/-dicarbonsiure als Stick- 
stoff und Milchsiure als Kohlenstoffquelle waren nicht verwertbar. Még- 
licherweise war hier das Indol durch die angegliederten Seitenketten un- 
verwertbar geworden. Wir haben deshalb das Indol selbst untersucht. 
Der oben angegebene Nahrboden enthielt statt der Indolcarbonsaure 
0,25 Indol und 0,5°, Natriumlactat, wobei jedoch nach dem Erkalten 
der Lésung eine geringe Ausfallung entstand. Aber auch in diesem 
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Nihrboden ist weder der Paratyphus B-, noch der Typhusstamm ge- 
wachsen. Wir haben diesem Indol-Milchsiurenaihrboden 0,25°, Alanin 
beigefiigt, so daB jetzt Indol und Alanin und eine ausniitzbare Energie- 
quelle (Milchséure) gleichzeitig vorhanden waren. Darin wuchs, wie zu 
erwarten war, der Paratyphus B-Bacillus, da er von Alanin allein leben 
kann, der ammoniaknichtassimilierende Typhusstamm war aber nicht 
zum Wachstum zu bringen. Das Indolalanin war also weder durch die 
gepriften Indolderivate noch durch Indol plus Alanin ersetzbar. Dieses 
Resultat fiihrt zu der Annahme, daf das Indolalanin als solches der 
Baustein fiir die Synthese dieser Typhusbacillen ist. DaB das Trypto- 
phan im Stoffwechsel dieser Bakterien tatsichlich eine Rolle spielt, geht 
daraus hervor, da sie bekanntlich aus Pepton Tryptophan bilden. Wenn 
also Versuche mit synthetischem Tryptophan die gleichen Resultate 
ergeben, wie mit den uns zur Verfiigung stehenden Praparaten, so miissen 
wir annehmen, daB das Tryptophan fiir diese ammoniaknichtassimi- 
lierenden Typhusbakterien als vorgebildeter Baustein, der durch andere 
Aminosauren nicht ersetzbar ist, zum Aufbau des Korpereiweibes ver- 
wendet wird. 

Wir haben nun Versuche mit einigen weiteren organischen Stickstoff- 
verbindungen gemacht. Sollte es wirklich nicht gelingen, andere Sub- 
stanzen bekannter chemischer Konstitution zu finden, welche als Nahr- 
stoffe fiir diese ammoniaknichtassimilierenden Typhusstimme dienen 
kénnten? Wir hofften dabei auf Kérper zu stoBen, die leichter und mit 
gréBerer Sicherheit in reiner Form erhiltlich sind, als das Tryptophan. 
Als einfachste derartige Verbindung haben wir den Harnstoff gepriift. 
In einem Nahrboden aus 0,5°-Kochsalz, 0,2°, Phosphatgemisch, 0,6°, 
Harnstoff sind aber weder die ammoniakassimilierenden, noch die 
ammoniaknichtassimilierenden Typhus-, noch die Paratyphus B-Stimme 
gewachsen. Es fehlte darin an einer brauchbaren Energiequelle. So- 
bald 0,5°% Milchséure, 0,25°, Natriumsulfat, 0,005°, Magnesium- 
sulfat zugesetzt wurden, wuchsen in diesem Harnstoff-Milchsiéure- 
nihrboden die finf gepriiften Paratyphus B-Stimme, darunter 
auch die beiden gaslosen, und zwei Giartnerstimme. Auch von 
den ammoniakassimilierenden Typhusbacillen sind die meisten Stamme 
gewachsen: Von sieben gepriiften Kulturen konnten zwei trotz wieder- 
holter Versuche darin nicht zur Vermehrung gebracht werden, die 
iibrigen fiinf dagegen zeigten zwar nicht regelmaBiges Wachstum, doch 
gelang es nach mehrfacher Wiederholung, jeden dieser Stémme zum An 
wachsen zu bringen, und sobald das gelungen war, von Passage zu Passage 
weiter zu ziichten. Die gepriiften ammoniaknichtassimilierenden Ty- 
phusstimme dagegen zeigten auch nach 3woéchiger Bebriitung keine 
Vermehrung. Es ist dies verstindlich, da wir annehmen miissen, da} den 
Bakterien, wenn ihnen die Harnstoffspaltung gelingt, das entstehende 
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Ammoniak als einzige Stickstoffquelle zur Verfiigung steht und es sich 
bei Vermehrung in diesen Harnstoff-Milchsiurenahrboden also um eine 
Ammoniakassimilation handelt. 

Wir sind zu aromatischen Verbindungen itibergegangen. DaB es 
nicht allein die im Tryptophan vorhandene ringférmige Bindung 
ist, welche seine Brauchbarkeit fiir die ammoniaknichtassimilierenden 
Typhusbacillen ausmacht, wurde schon dadurch wahrscheinlich gemacht, 
da es durch Tyrosin nicht ersetzbar ist, doch konnte dies, wie besprochen, 
auch daran liegen, da®B von dieser schwer léslichen Verbindung zu wenig 
zur Verfiigung stand. Benzoesiure selbst konnten wir zu diesen Ver- 
suchen nicht beniitzen, da Natrium benzocium, wie uns entsprechende 
Hemmungsversuche zeigten, bereits in der Verdiinnung | : 1000 die 
Vermehrung von Paratyphus B-Bacillen im Milchsiure-Ammoniak- 
nihrboden hintanhalt; diese Bakterien sind aber widerstandsfihiger 
als Typhusbacillen. Wir haben deshalb versucht, ob das Benzoy)- 
glykokoll, die Hippursiure, vielleicht den Typhusbacillen Wachstum 
gewihre. Auch das schlug fehl. In einem Nihrboden, der 0,5°, 
Kochsalz, 0,2°, Phosphatgemisch, die tiblichen Mengen Magnesium- 
sulfat, Caleitum- und Eisensalz, 0,6°, Hippursiure mit Natriumcarbonat 
auf die gewiinschte Alkalescenz gebracht und auBerdem 0,5°% milch- 
saures Natrium als zweite Energiequelle enthielt, sind weder Paratyphus B- 
noch die beiden Typen von Typhusbacillen gewachsen. DaB der Nihrboden 
an und fiirsich fiir Bakterienwachstum geeignet war, zeigte die Vermehrung 
eines Paracolistammes, der in Passagen fortziichtbar war. Das gleiche 
Ergebnis hatten die Versuche mit Harnsiéure, mit der wir als Ersatz des 
Indolkernes den Purinkern darbieten wollten. Ein Nahrboden obiger 
Zusammensetzung mit 0,5°, Harnsiure anstatt der Hippursiure (es 
bildete sich beim Erkalten ein geringer Niederschlag), gewihrleistete 
weder den beiden Typen von Typhus- noch den Paratyphus B-Bakterien 
das Wachstum. Auch dieser Naihrboden taugte an und fiir sich zur 
Vermehrung von Bakterien, wie ein gutes Gedeihen des Bacillus 
pyocyaneus bewies. 

Und schlieBlich wurden noch einige Versuche mit komplizierteren 
Substanzen gemacht. Die iibliche Anreicherung der Typhusbacillen 
in Rindergalle legte es nahe, das taurocholsaure Natrium als Nahrstoff 
fiir Typhusbacillen zu versuchen. Der Nihrboden enthielt auBer 
den iiblichen mineralischen Bestandteilen als einzige organische 
Verbindung 0,25°%, gallensaures Natrium, das uns von Herrn Geh.-Rat 
Kossel zur Verfiigung gestellt wurde. Wahrend der Paratyphus B- 
Stamm kraftig und in Passagen wuchs, haben sich die ammoniak- 
nichtsassimilierenden Typhusbacillen nicht vermehrt. Und als wir 
schlieBlich zur Hefenueleinsiure iibergingen, gelang es auch damit nicht, 
diese Typhusbacillen zum Wachstum zu bringen. Die Paratyphus B- 
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Bacillen aber wuchsen mit 0,25°,, Natrium nucleinicum gut, besser noch 
nach Zusatz von 0,5°,, Natriumlactat; doch konnten sich auch in diesem 
Nahrboden die ammoniaknichtassimilierenden Typhusstamme nicht 
vermehren. 

Diese willkiirlich herausgegriffenen chemischen K6érper méglichst 
verschiedener Konstitution haben also alle das Tryptophan als Stick- 
stoffquelle fiir den anspruchsvolleren Typ der Typhusbacillen nicht zu 
ersetzen vermocht. Es geht daraus seine Bedeutung als EiweiBbaustein 
fiir den Stoffwechsel dieser Bakterien hervor. Dab aber das Tryptophan 
auch im Stoffwechsel anderer Bakterienarten eine wichtige Rolle spielt, 
geht aus den spiter zu besprechenden Versuchen tiber anaérobes Wachs- 
tum hervor. 


Wenn wir nunmehr riickschauend die bis jetzt besprochenen Er- 
nahrungsversuche iiberblicken, so haben wir uns vor allem dariiber 
Rechenschaft zu geben, inwieweit innerhalb derselben Art die einzelnen 
Stimme differieren. Betrachten wir die Paratyphus B-Bacillen, so findet 
man, daf}§ sich in manchen Nihrbéden alle Stimme gleich verhalten, 
in anderen Nahrbéden aber Verschiedenheiten auftreten. In allen den 
Nahrlésungen, die ein rasches und tippiges Wachstum gestatten, sind 
simtliche gepriiften Stamme gewachsen. Schwankungen haben wir 
nur dort beobachtet, wo auch die zur Vermehrung fahigen nur sehr lang- 
sam und sparlich wuchsen. Das war z. B. in Essigsiure- oder Oxalsiure- 
Ammoniaknihrbéden der Fall, oder wenn Glykokoll oder Leucin als allei- 
nige Stickstoff- und -Kohlenstoffquelle vorhanden war. Dort also be- 
reitete der Gewinn der zum Leben nétigen Energie Schwierigkeiten, und 
gerade hierin sind einige Stémme anspruchsloser als andere, indem sie be- 
fahigt sind, mit geringerer Energiezufuhr auszukommen. Und es sind, 
wenn auch nicht durchweg, die gleichen Stimme, die unter den ver- 
schiedenen Ernaihrungsbedingungen anspruchsloser als die iibrigen 
sind, 

Die Frage, ob die Girtnerbacillen in ihren synthetischen Fahigkeiten 
von Paratyphus B-Bacillen verschieden sind, und ob sie sich in diesen 
einfachen Nahrbéden kulturell von diesen unterscheiden lassen, ist dahin 
zu beantworten, dai die beiden gepriiften Girtnerstimme sich so wie 
die etwas anspruchsvolleren unter den Paratyphus B-Stiimmen verhalten, 
so z, B. im Oxalsiure-Ammoniaknahrboden nicht wachsen. Doch sind 
sie in ihren Ernahrungsbediirfnissen prinzipiell von den Paratyphus B- 
Stimmen nicht verschieden. DaB sie auch beim Aufbau aus diesen 
wenigen einfachen chemischen Kérpern, wie z. B. im Milchsiure-Am- 
moniaknahrboden, die gleichen serologischen Besonderheiten ihrer 
Rasse bilden wie in Bouillon, wurde friiher bereits von uns‘) mitgeteilt. 
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Auch die beiden gaslosen Paratyphus B-Staimme verhalten sich in diesen 
kiinstlichen Nahrbéden wie die tibrigen Paratyphus B-Bacillen. 
Ahnlich wie beim Paratyphus B-Bacillus liegen die Verhialtnisse bei 
den ammoniakassimilierenden Typhusstiammen; wir haben  6fters 
betont, daB beziiglich der Wachstumsgeschwindigkeit und der in 
manchen dieser Naihrbéden bestehenden Schwierigkeit, die Bakterien 
zum Anwachsen zu bringen, sehr betrichtliche Unterschiede zwischen 
den einzelnen Stammen bestehen, so daf im Laufe der Untersuchungen 
manche von ihnen durch besondere Anspruchslosigkeit, andere im 
Gegenteil durch gréBere Anspriiche individuelle Eigentiimlichkeiten er- 
kennen lieBen. Die Frage, ob die ammoniakassimilierenden und nicht- 
ammoniakassimilierenden Typhusstimme verschieden befahigte Stamme 
der gleichen Art sind und also auch in dieser so bedeutsamen Eigenschaft 
Schwankungen vorkommen, kann erst spiter beantwortet werden. 
Aber schon aus den eben’ besprochenen Verschiedenheiten der 
Stimme innerhalb derselben Art geht hervor, wie vorsichtig man sein 
muB, wenn man ernihrungphysiologische Unterschiede als Artunter- 
schiede wertet. Die gemachten Beobachtungen zeigen, daB sich dazu 
solche Nihrbéden, in denen das Wachstum der Keime infolge knapper 
Energievorrite nur diirftig ist, ganz besonders wenig eignen, weil die 
einzelnen Stimme der gleichen Art gerade in ihren energetischen An- 
spriichen hiufig verschieden sind. Wir haben aber bereits in den be- 
sprochenen Versuchen beobachtet, daB bei einzelnen Stimmen auch 
Eigenschaften fehlen kénnen, welche die anderen Stimme der gleichen 
Art in besonders ausgepriigtem Mabe besitzen. So war z. B. einer der 
ammoniakassimilierenden Typhusstimme im Milchsiure-Harnstoff- 
nihrboden trotz wiederholter Versuche nicht zur Vermehrung zu 
bringen, wohingegen die anderen gepriiften Stiimme und sogar ein zwei- 
ter aus demselben Patienten gewonnener Typhusstamm in Passagen 
kraftig wuchsen, wenn auch nicht jedesmal die Kultur anging. 
Kehren wir nun zu der Frage nach der Typhus- oder Paratyphus B- 
Natur der ammoniakassimilierenden Typhusstiimme zuriick. In wel- 
chem Sinn spricht der Vergleich der Ernihrungsbediirfnisse dieser drei 
Bakterien? Wir stellen fest, daB die Unfihigkeit der meisten Typhus- 
stiimme, das Ammoniak zu assimilieren, die wir eingangs dieser Ver- 
éffentlichung nur in Milchsiiure-Ammoniaknahrboden festgestellt ha- 
ben, soweit es untersucht werden konnte, auch dann bestehen bleibt, 
wenn andersartige Kohlenstoffquellen und ausgiebigere Energiequellen 
zur Verfiigung stehen als die Milchsiiure. Es handelt sich also um eine 
sehr tief greifende Differenz in der Befihigung dieser beiden Typen von 
Stiimmen. Andererseits bedingt die gemeinsame Fiahigkeit der Am- 
moniakassimilation eine ziemlich weitgehende Ahnlichkeit der am- 
moniakassimilierenden Typhusstimme und der Paratyphus B-Bacillen. 
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Aber es haben sich zwischen diesen beiden Bakterien Verschiedenheiten 
ergeben. Die ammoniakassimilierenden Typhusstiimme sind durchweg an- 
spruchsvoller als die Paratyphus B-Bacillen; einmal wachsen sie iiber- 
haupt viel miihsamer und langsamer, und es findet in den einfachsten 
untersuchten Nahrbéden, dem Essigsiiure- und Oxalsiiure-Armmoniak- 
naihrboden, keine Vermehrung statt. Als prinzipiell diirfen wir aber die- 
sen Unterschied nicht anerkennen, denn es gibt eben auch unter den 
Paratyphus B-Stammen solche, die in diesen beiden Nahrbéden nicht 
wachsen. Dagegen finden wir im Bernsteinsiiure-Ammoniaknihrboden 
einen fiir alle untersuchten Stimme geltenden Unterschied zwischen 
diesen beiden Bakterienarten. Paratyphus B-Bakterien wachsen in 
ihm, die ammoniakassimilierenden Typhusstimme dagegen nicht. 
Da wir wissen, da dieser Typ von Typhusbacillen Ammoniak assimi- 
lieren kann und sie andererseits mit einfacheren Kohlenwasserstoff- 
verbindungen als der Bernsteinsiure schon ihren Energiebedarf decken 
kénnen, so miissen wir aus dem fehlenden Wachstum in diesem Nahrboden 
darauf schlieBen, daB sie die Bernsteinsiure nicht angreifen kénnen. Essind 
also die verschiedenen Kohlenstoffverbindungen unter diesen einfachen 
Ernahrungsverhialtnissen nicht gleichmaig verwertbar, sondern es sind 
bestimmte Bakterienarten auBerstande, gerade diese oder jene Verbindung 
anzugreifen, wie wir das auch spiter noch bei Shiga- Kruse und Colibacillen 
werden beobachten kénnen. Da bei der Verwertung dieser Kohlen- 
wasserstoffverbindungen als Kohlenstoff- und Energiequellen Oxyda- 
tionen eine besondere Rolle spielen, liegt schon deshalb nahe, weil wir 
wissen, welche Rolle hier die erhéhte Sauerstoffzufuhr fiir die Ver- 
mehrung der Bakterien spielt. Doch sind dies auch bei iihnlich gebauten 
Verbindungen wie Milch-, Bernstein-, Apfel-, Wein-, Citronensiiure offen- 
bar nicht gleichmiBige, einfache ernihrungsphysiologische Leistungen 
der Bakterien, sondern es miissen komplizierte, bei bestimmten Bak- 
terienarten auf bestimmte derartige Verbindungen eingestellte chemisch- 
physiologische Vorgiinge sein. AuBerordentlich schlecht wird auch die 
Oxybernsteinsiure von den ammoniakassimilierenden Typhusbacillen, 
sehr gut von den Paratyphus B-Bacillen zum Aufbau verwendet. 
In der Spaltung und Verwertung der Arabinose finden wir zwischen 
diesen eine weitere Verschiedenheit, die aber auberdem auf die Zu- 
gehoérigkeit dieser ammoniakassimilierenden Typhusstimme zu den 
Typhusbacillen hinweist. Denn es ist nach Wagners!) Untersuchungen 
in bouillonhaltigen Nahrbéden Eigentiimlichkeit der Typhusbacillen. 
daB sie die Arabinose nicht zu spalten vermdégen. 

Was nun die gepriiften Aminosiuren mit Ausnahme des Trypto- 
phans als Nihrstoffe betrifft, so klafft auch da ein groBber Unterschied 
zwischen den ammoniakassimilierenden und den ammoniaknichtassi- 
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milierenden Typhusstimmen, wahrend sich Paratyphus B-Bacillen und 
der anspruchslose Typ von Typhusbacillen sehr ahnlich sind. Wir 
haben also in bezug auf Stickstoffassimilation in zweierlei Hinsicht 
Differenzen zwischen den beiden Typen von Typhusstimmen gefunden, 
einmal in der Fahigkeit, Ammoniak zu assimilieren, ein anderes Ma! 
in der Verwertung der einfachen Aminosiuren als Stickstoffquelle. 
Da liegt der Gedanke nahe, daB die Ursache beider Beobachtungen die 
gleiche, nimlich das Vermégen oder Unvermégen zur Ammoniakassi- 
milation, ist. Denn in-den Aminosiuren ist der Stickstoff als Ammoniak- 
vorhanden; auBerdem sehen wir, da’ z. B. von Paratyphus B- 
Bacillen nur einzelne Stamme von Essigsiure und Ammoniak und eben- 
falls nur vereinzelte mit Aminoessigsiure, daB sie besonders gut mit Oxy- 
propionsiure und Ammoniak und ebenso vortrefflich mit Aminopropion- 
siure sich ernihren, dab die ammoniakassimilierenden Typhusstiimme 
nicht mit Essigsiure und Ammoniak und ebensowenig mit Aminoessig- 
siiure zu gedeihen imstande sind, und daB die Unfahigkeit, Bernsteinsiure 
bei Gegenwart von Ammoniak anzugreifen dem fehlenden oder kiimmer- 
lichen Wachstum mit Aminobernsteinsiure entspricht. . Dies ist wohl 
dahin zu deuten, daB die Verwertung dieser Aminosiuren als Stickstoff- 
quellen ebenfalls eine Ammoniakassimilation ist. Im gleichen Sinne 
spricht die Tatsache, daB die zur Ammoniakverwertung nicht befahig- 
ten Stimme diese Aminosiéuren nicht als Stickstoffquellen beniitzen 
kénnen. Auch die Unfahigkeit der ammoniaknichtassimilierenden 
Typhusstimme, im Harnstoff-Milchsiurenihrboden zu wachsen, muB 
nicht nur auf einem Unvermégen zur Harnstoffspaltung beruhen, son- 
dern kann sich auch durch die Unfiahigkeit erklaren, das durch diese 
Spaltung gewonnene Ammoniak zu assimilieren. 

Wir finden also, daB die beiden Typen von Typhusstimmen nur 
durch Vermégen und Unvermégen, das Ammoniak zu assimilieren, ver- 
schieden sind, daB ihnen hingegen, wie z. B. das Verhalten gegen- 
iiber Arabinose zeigt, gewisse Eigenschaften gemeinsam sind, die allen 
ihren Stammen zukommen und die sie von Paratyphus B-Bacillen tren- 
nen. Die weiteren Untersuchungen miissen nun noch den Beweis dafiir 
erbringen, daB tatsachlich unter den Typhusbacillen, d.h. innerhalb 
derselben Art, eine so bedeutsame Fahigkeit, wie die Ammoniakassimi- 
lation, bei einem Stamm vorhanden sein, beim andern fehlen kann. 


d) Weitere vergleichende Untersuchungen zwischen Paratyphus B-Bacillen, 
ammoniakassimilierenden u. ammoniaknichtassimilierenden Typhusstimmen. 


Die Virulenz. 


Zunichst war die Virulenz zu priifen. Es ist bekannt, daB Paratyphus 
B- und die Giartnerbacillen fiir weibe Mause pathogen sind, daB aber 
diese Tiere fiir Typhusbacillen wenig oder gar nicht empfindlich sind. Es 
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konnte uns also die vergleichende Virulenzpriifung weitere Anhaltspunkte 
fiir die Stellung der ammoniakassimilierenden Typhusstimme zu den 
Paratyphus B-Bacillen geben. Es wurden drei Paratyphus B-Staimme, 
darunter ein gasloser, zwei Girtnerstimme, drei ammoniaknichtassi- 
milierende und fiinf ammoniakassimilierende Typhusstimme unter- 
sucht. Die Miause bekamen 0,1 ccm einer 24stiindigen Bouillonkultur 
subcutan injiciert. Das Resultat war: zwei Paratyphus B-Staimme 
téteten nach | resp. 2 Tagen, der gaslose Stamm am 6. Tage, die beiden 
Gartnerstimme am 4. Tag nach der Injektion; aus jeder gestorbenen 
Maus wurden die injizierten Bakterien aus dem Herzblut wieder ge- 
ziichtet. Die drei nichtammoniakassimilierenden und die fiinf am- 
moniakassimilierenden Typhusstamme vermochten die Mause in der an- 
gewandten Menge nicht zu téten, simtliche Tiere waren nach 14 Tagen 
noch am Leben. Es fehlte diesen Staimmen also die Virulenz fiir weibe 
Miuse, und sie waren demnach auch in dieser Beziehung untereinander 
gleich und von Paratyphus B- und Giartner-Bacillen verschieden. 


Die Empfindlichkeit gegeniiber Desinfektionsmitteln. 

Auch in der Empfindlichkeit gegeniiber Desinfektionsmitteln zeigten 
diese drei Bakterien untereinander Verschiedenheiten. Wiahrend die 
Carbolsiure in ihrer entwicklungshemmenden Wirkung diesen Unter- 
schied nicht hervortreten lie}, kam er mit Trypaflavin deutlich zum 
Ausdruck. Es wurden vier ammoniaknichtassimilierende und fiinf am- 
moniakassimilierende Typhusstiimme, vier Paratyphus B-, darunter ein 
gasloser, und ein Gartnerstamm gepriift. Auch hier zeigten sich Schwan- 
kungen unter den Stimmen der gleichen Art. Die entwicklungshem- 
mende Verdiinnung des Trypaflavins in Nahrbouillon lag: bei Gartner- 
bacillen unter 1: 5000, bei Paratyphus B-Stéimmen zwischen 1: 5000 
und 1: 7500, bei den ammoniakassimilierenden und nichtammoniak- 
assimilierenden Typhusstiémmen zwischen 1: 20 000 und 1: 37500. Auch 
in dieser Eigenschaft gleichen sich also die beiden Typen von Typhus- 
stimmen und unterscheiden sich von den Paratyphus B-Bacillen. 


Agglutination. 

SchlieBlich wurde das agglutinatorische Verhalten dieser beiden 
Typen von Typhusstimmen verglichen und die Verschiedenheiten ge- 
geniiber den in serologischer Hinsicht so nahestehenden Girtnerbacillen 
untersucht. Van Loghem") hat zwei auf besondere Weise gewonnene, 
ammoniakassimilierende Typhusstimme und eine ammoniaknichtassi- 
milierende Kultur mit Krankenserum agglutiniert und dabei keine Un- 
terschiede gefunden. Die Untersuchung des antigenen Apparates dieser 
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Tabelle ITT. 


Vergleichende Agglutination ammoniakassimilierender und -nichtassi- 
ammoniakassimilierenden und -nicht- 




















Kaninchen-Immun-Serum (30), gewonnen mit einem ammoniaknichtassimilierenden Typhusstamm (7 
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Zeichenerklarung: +++ bedeutet groBe, grobe Flocken, Klirung der Fliissigkeit. ++ be- 
bloBem Auge gut sichtbare, feine Flocken. Keine Klarung der Fliissigkeit. +s bedeutet mit 
bei LupenvergréBerung groBe Flocken, getriibte Fliissigkeit. (+) bedeutet bei Lupenvergré8erung 


getriibte 
beiden Typen von Typhusbacillen erfordert aber eine eingehendere Be- 
arbeitung. Wir stellten uns mit einem ammoniakassimilierenden und 
einem nichtammoniakassimilierenden Typhusstamm je zwei Kaninchen- 
immunsera her, indem wir die Tiere mit steigenden Dosen durch Ather 
abgetéteter, spaiter mit lebenden Kulturen behandelten. Wir erhielten 
so vier Sera, deren Titer zwischen 1: 6400 und 1: 409 600 lag. 
Mit diesen Sera wurden sieben ammoniaknichtassimilierende und fiinf 
ammoniakassimilierende Typhusstimme und ein Girtnerstamm ge- 
prift. Tabelle III gibt einen Teil dieser Versuche wieder. Es zeigte sich, 
daB die mit dem ammoniaknichtassimilierenden Typhusstamm gewon- 
nenen Immunsera die Repriisentanten beider Typen von Typhusbacillen 
bis zur Titergrenze agglutinierten und da®B durch die mit dem am- 
moniakassimilierenden Typhusstamm hergestellten Sera ebenfalls beide 
Typen bis zur gleichen Titerhéhe zur Ausflockung kamen. Der Giartner- 
stamm wurde von allen vier Sera weniger hoch, bisweilen aber, wie das 
angegebene Versuchsbeispiel zeigt, betrachtlich agglutiniert. Diese Ver- 
suche zeigen also, da die ammoniakassimilierenden und nichtam- 
moniakassimilierenden Typhusstaimme agglutinatorisch identisch sind. 
Wir haben der Vollstindigkeit halber einen Castellanischen Versuch 
gemacht. Es wurde ein Typhusimmunserum, das mit dem ammoniak- 
nichtassimilierenden Stamm gewonnen war, mit Girtnerbacillen er- 
schépft, so da®B keine Agglutination dieser Bakterien mehr auftrat. 
Dieses erschépfte Serum agglutinierte aber sowohl den eigenen Stamm, 
als zwei ammoniakassimilierende Typhusstimme fast bis zur Titer- 
grenze. Es kénnen also die ammoniakassimilierenden Typhusstimme 


keine gaslosen Giartnerbacillen sein. 
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Tabelle III 


aR gt AAS A NIN 


milierender Typhusstimme durch Typhus-[mmun-Sera, welche mit 
assimilierenden Stimmen gewonnen sind. 








) Kaninchen-Immun-Serum (33), gewonnen mit einem ammoniakassimilierenden Typhusstamm (4602) 
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0 (++) (++) (+) (+) 0 0 0 0 0 0 0 | Gartnerstamm 
deutet kleinere, feine Flocken. Keine vollsténdige Klarung der Fliissigkeit. + bedeutet mit 
bloBem Auge noch eben sichtbare, feine Flocken. Keine Klérung der Fliissigkeit. (++) bedeutet 
kleine Flocken, getriibte Fliissigkelt. (+) bedeutet bei LupenvergréBerung angedeutete Flockung, 
Fliissigkeit. 

Bei unseren ersten Agglutinationsversuchen schien es so, als ob unsere 
beiden erndhrungsphysiologischen Typen von Typhusbacillen sich mit 
den von Weil und Felix!) beschriebenen serologischen Typen, den grob- 
und den feinflockenden Typhusstimmen decken. Das war aber, wie die 
nihere Untersuchung zeigte, nicht der Fall. Wie auch die in die Tabelle 
aufgenommenen Beispiele zeigen, befinden sich sowohl unter den am- 
moniakassimilierenden, wie unter den ammoniaknichtassimilierenden 
Typhusstimmen grob- und feinflockende Typen. Und die beiden von 
Weil und Felix beschriebenen Stimme (901 und W, der Tabelle) ver- 
mégen beide das Ammoniak nicht zu verwerten. 


Die angestellten Versuche haben also ergeben, da die ammoniak- 
assimilierenden Typhusstimme, welche zwar durch die Fahigkeit, in 
ammoniakhaltigen Naihrbéden zu wachsen, den Paratyphus B-Bacillen 
in ihren synthetischen Fahigkeiten ahneln und sich auch in Lackmus- 
molke wie die Paratyphus B-Bacillen verhalten, doch in Anbetracht 
bestimmter ernihrungsphysiologischer Merkmale und_ ihres sonstigen 
biologischen, besonders agglutinatorischen Verhaltens als Typhusbacillen 
angesprochen werden miissen. Somit stehen wir vor der Tatsache, dab 
wir innerhalb derselben Art zwei ernahrungsphysiologisch ganz verschie- 
dene Typen anerkennen miissen. Nach den obigen Feststellungen fan- 
den sich diese beiden getrennt, jeder fiir sich in Typhuskranken vor. 
Welche Beziehung besteht nun zwischen ihnen ? Stammen sie voneinander 
ab und welches ist der urspriingliche? Van Loghem gibt an, daB ihm 


’ 1) Weil und Felix, Zeitschr. f. Immunititsforsch., Parasitenk. u. Infektions- 
krankh., Abt. I, Orig. 29. 1920. 
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ein ammoniakassimilierender Typhusstamm bei Weiterziichtung 
nicht mehr in dem ammoniakhaltigen Nihrboden wuchs; auch das Um- 
gekehrte hat sich ihm ereignet. 

Es ist uns nun gelungen, experimentell aus ammoniaknichtassimi- 
lierenden Stémmen ammoniakassimilierende zu gewinnen und so die 
Abstammung des einen Typs aus dem anderen zu erweisen. 


ey Bie Gewinnung ammoniakassimilierender Typhusstimme aus ammoniak- 
nichtassimilierenden. 

Wir erinnern uns der im Citronensiure-Ammoniaknahrboden ge- 
machten Beobachtung: Auf stark beimpften agarhaltigen derartigen 
Naihrbéden wuchsen nur einzelne Keime zu Kolonien aus, und es konnte 
so die im fliissigen Nahrboden beobachtete lange Dauer bis zum Auf- 
treten sichtbaren Wachstums dadurch erklirt werden, daB nur wenige 
Keime dieser Stimme die Fiahigkeiten hatten, Citronensiiure und Am- 
moniak zu verwerten. Schon dieser Versuch hatte also die Existenz von 
Keimen verschiedener Eigenschaften innerhalb einer Kultur nahegelegt. 
Die besondere Fahigkeit dieser dort beobachteten Keime bezieht sich 
nur auf die Verwertung der Citronensiaure, nicht auf die Ammoniak- 
assimilation, denn impft man einen solchen Typhusstamm auf agar- 
haltigen milchsiurehaltigen Ammoniaknihrboden, so entstehen keine 
vereinzelten isolierten Kolonien, sondern es wachst ein zusammen- 
haingender Rasen heran, zum Zeichen, daB alle oder mindestens die groBe 
Mehrzahl der Keime zur Verwertung von Milchsiure und Ammoniak 
befihigt sind. Sollte es nun so sein, daB es doch unter den einzelnen 
Keimen desselben Stammes Unterschiede in der Fahigkeit, das Ammo- 
niak zu assimilieren, gibt, und die besonders befihigten Keime bei den 
ammoniakassimilierenden Stimmen sehr haufig, beiden ammoniak-nicht- 
assimilierenden so selten sind, daB sie nicht zur Beobachtung kommen ? 

Von dieser Vorstellung ausgehend haben wir versucht, derartige 
zur Ammoniakassimilation befahigte Keime aus nichtammoniakassi- 
milierenden Stiéimmen anzureichern. Aus Stammen, die bei oftmals 
wiederholter Priifung im Milchsiure-Ammoniaknahrboden nicht zum 
Wachstum zu bringen waren, haben wir diesen Nihrboden nicht wie 
iiblich, mit kleiner Einsaat beimpft, sondern es wurde der ganze Rasen 
eines gut gewachsenen Schrignahragarrohrchens mit der Ose abgenommen 
und in 5cem dieses am Boden eines kleinen Kélbchens ausgebreiteten 
Milchsiure-Ammoniaknihrbodens eingerieben, so daB eine dichte weibe 
Bakterienemulsion entstand. Dieser ,,massig beimpfte’’ Nahrboden 
wurde nun bebriitet, um den darin vielleicht enthaltenen wenigen Kei- 
men, welchen die Fiahigkeit der Ammoniakassimilation innewohnt, 
Zeit zur Vermehrung zu geben. Nach 3, 7 und 12 Tagen wurden Passa- 
gen im Milchsiure-Ammoniaknahrboden durch Ubertragung von drei 
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bis fiinf Osen angelegt und nun zeigte sich tatsichlich, daB diese Uber- 
impfung zwar noch nicht am 3. Tage, wohl aber am 7. oder 12. Tage von 
Erfolg begleitet war, und sich ein aus der ,,massigen** Kultur neu be- 
impfter Milchsiure-Ammoniaknaihrboden nach einiger Zeit triibte, 
und eine Reinkultur von Typhusbacillen heranwuchs, welche sich in be- 
liebig zahlreichen Passagen im Milchsiure-Ammoniaknihrboden weiter 
fortziichten lie}. Es war also aus dem nichtammoniakassimilierenden 
Typhusstamm ein ammoniakassimilierender gewonnen. Diese einmal im 
Milchsiure-Ammoniaknaihrboden angereicherten Keime behielten ihre 
Fahigkeit, das Ammoniak zu verwerten, auch wenn sie auf anderen 
Nahrbéden lebten, bei. Wenn man z. B. aus der 4. Passage im einfachen 
kiinstlichen Nahrboden ein Nahragarréhrehen beimpfte, diese Kultur 
in mehreren Passagen einige Wochen lang auf Nahragar hielt, und dann 
den ammoniaknichtassimilierenden Mutterstamm und den aus ihm 
gewonnenen ammoniakassimilierenden vom WNiahragar in_ einen 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden einimpfte, so blieb bei dem Mutter- 
stamm jede Vermehrung aus; bei dem daraus gewonnenen, einmal im 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden gewachsenen Stamm trat auch jetzt 
wieder Wachstum auf. 

Diese Abspaltung besonders befahigter Keime ist nicht mit allen 
ammoniaknichtassimilierenden Stimmen, mit denen es versucht wurde, 
gelungen; bei dreien gliickte es in der beschriebenen Weise, bei acht 
anderen nicht. Die so gewonnenen ammoniakassimilierenden Kulturen 
wuchsen nun nicht allein im Milchsiureammoniaknahrboden, also unter 
den Ernahrungsverhiltnissen, in denen ihre Anreicherung gelungen 
war, sondern diese Auslese bezog sich offensichtlich auf die Ammoniak- 
assimilation tiberhaupt, denn diese Kulturen konnten auch in Nahr- 
béden mit anderen Kohlenstoffquellen wachsen und verhielten sich wie 
die von vornherein ammoniakassimilierenden Typhusstimme. So wuchsen 
sie z. B. auch im Citronensiure-Ammoniaknihrboden, doch taugten 
auch die durch Auslese gewonnenen ammoniakassimilierenden Keime 
nicht alle zur Citronensiureverwertung, sondern auch in diesem Nahr- 
boden fand nun erst wieder durch allmahliches Heranwachsea der dazu 
passenden Keime eine abermalige Auswahl statt. 

Wir haben also innerhalb einer Population von Typhusbakterien 
das Vorkommen von Keimen verschiedener Befaihigung beobachtet. In 
dem eben besprochenen Versuche waren es 1. Keime, die Ammoniak nicht 
assimilieren, 2. solche, die Ammoniak zum Aufbau beniitzen kénnen; 
unter den letzteren a) solche, die Citronensiure nicht und b) Keime, 
dia Citronensiure wohl verwerten kénnen. 

Eine Anreicherung ammoniakassimilierender Keime ist nicht nur in 
ammoniakhaltigen Nihrb6den méglich, sondern sie kann auch unter 
komplizierteren Ernahrungsbedingungen stattfinden, wenn dabei ge- 
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rade die ammoniakassimilierenden Bakterien besonders gute, die am- 
moniaknichtassimilierenden eber nur schlechte Wachstumsmdéglichkeit 
finden. Ein soleher Nahrboden ist z. B. die natiirliche Petruschkysche 
Lackmusmolke. Wir haben eingangs dieser Untersuchungen von einem 
im Milchsiure-Ammoniaknahrboden nichtwachsenden Typhusstamm ge- 
sprochen, der zwar meistens die Lackmusmolke nur rétete, gelegentlich 
aber nach 14 tagiger Bebriitung einen Umschlag nach Blau hervorrief. Be- 
impfte man nun aus einer solchen gebliuten Lackmusmolke den Milch- 
siure-Ammoniaknihrboden, so stellte sich heraus, daB die alkalibilden- 
den Typhusbacillen darin in Passagen fortziichtbar waren. Es kann 
also auch in dieser Lackmusmolke gelegentlich eine Anreicherung 
ammoniakassimilierender Keime stattfinden. 

Das Umgekehrte nun, in ammoniakassimilierenden Stimmen am- 
moniaknichtassimilierende Keime zu finden, gelang nur einmal durch 
Zufall. Bei der Reinziichtung eines durch Luftkeime verunreinigten, 
seit langerer Zeit als ammoniakassimilierend bekannten Typhusstammes 
wurde von der Agarplatte eine Kolonie abgestochen, aus welcher eine 
Typhuskultur heranwuchs, die im Milchsiure-Ammoniaknihrboden nicht 
zum Wachstum zu bringen war. Spiitere Versuche, diesen einmal zu- 
fallig erhobenen Befund experimentell zu reproduzieren, gliickten aber 
nicht. Wir haben von Nahragarplatten, die mit ammoniakassimilieren- 
den Stimmen beimpft waren, je 10 isolierte Kolonien auf Ammoniak- 
assimilation untersucht. Stach man die Kolonien direkt in den Milch- 
siure-Ammoniaknihrboden ab, so wuchs die Mehrzahl dieser Kulturen 
und nur einzelne nicht; doch lag das Ausbleiben des Wachtums an der 
zu kleinen Einsaat; denn sobald man auBer dem Milchsiure-Ammoniak- 
naihrboden von jeder dieser 10 Kolonien nebenbei noch ein Schragagar- 
rohrchen beimpfte, und dann dort, wo die Milchsiure-Ammoniakkultur 
nicht anging, aus der von der gleichen Kolonie stammenden Niahragar- 
kultur diesen einfachen kiinstlichen Nahrboden beimpfte, so trat jedes- 
mal Wachstum auf. Wir miissen also annehmen, daf in den ammoniak- 
assimilierenden Typhusstimmen Keime mit dem Unvermégen, das Am- 
moniak zu verwerten, nicht vorhanden oder jedenfalls sehr selten sind. 

Aus allen den eben besprochenen Versuchen laBt sich verstehen, 
wie es vorkommen kann, daf ein aus vielen Versuchen als nichtammoniak- 
assimilierend bekannter Typhusstamm sich spiiter, nachdem er inzwischen 
mehrmals reingeziichtet worden ist, als ammoniakassimilierend erweist. 
Auch mit der umgekehrten Méglichkeit miissen wir rechnen. So kann 
es geschehen, daB mit dem gleichen Stamm ausgefiihrte Untersuchungen 
mit weiter zuriickliegenden Versuchen nicht mehr tibereinstimmen und 
der Stamm bestimmte ernihrungsphysiologische Eigenschaften dadurch 
geaindert hat, daB die in ihm friiher nur spiarlich enthaltenen, in einer be- 
sonderen Richtung befihigten Keime jetzt allein vorhanden sind. 
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Die Versuche mit ,,massiger’ Beimpfung sind ein experimenteller 
Beweis dafiir, daB die Fahigkeit der einzelnen Keime innerhalb der 
Kultur verschieden und daf die einzelnen Stimme hinsichtlich ihrer Zu- 
sammensetzung aus den verschieden befahigten Keimen unterschiedlich 
konstituiert sein kénnen. Daraus erklart sich leicht der verschiedene 
Charakter der einzelnen Typhusstimme: Die ammoniakassimilierenden 
Typhusstimme enthalten iiberwiegend Keime, welchen die Fahigkeit 
der Ammoniakverwertung zukommt. Dann gibt es Stimme, in denen 
diese ammoniakassimilierenden Keime selten sind, so daf sich diese 
Staimme bei kleiner Einsaat in den Milchsiure-Ammoniaknahrboden nicht 
vermehren ; das sind die Stimme, bei denen erst durch massige Beimpfung 
eine Anreicherung dieser Keime und so die Gewinnung ammoniakassi- 
milierender Kulturen gelingt. Und schlieBlich finden sich Stimme, bei 
denen die ammoniakverwertenden Individuen fehlen oder so selten 
sind, daB ihre Anreicherung nicht gelingt. Das ist die Mehrzahl der am- 
moniaknichtassimilierenden Typhusstimme. Die mittlere Kategorie 
stellt also eine Briicke zwischen zwei Extremen dar. 

Die Typhusstimme, bei denen der Nachweis verschieden befahigter 
Keime gelingt, die also selbst im Milchsiiure-Ammoniaknihrboden nicht 
wachsen, aus denen aber ammoniakassimilierende Kulturen gewonnen 
werden kénnen, sind ihrerseits durch mehrmalige Reinziichtung aus 
einer Kolonie resp. einem Keim hervorgegangen. Wir miissen also 
schlieBen, da diese Keime verschiedener Befaihigung voneinander ab- 
stammen, und wir diirfen wohl annehmen, daB die mit gréBeren synthe- 
tischen Fahigkeiten ausgestatteten Individuen, welche einfacheren aube- 
ren Verhaltnissen angepaBt sind, den urspriinglicheren Typ darstellen. 
Unter welchen Umstinden die ammoniakassimilierenden Keime zu am- 
moniaknichtassimilierenden werden, wissen wir nicht. 

In der folgenden Mitteilung werden wir zeigen, dai derartige tief- 
greifende Unterschiede in der Stickstoffassimilation zwischen Stéimmen 
der gleichen Art und sogar zwischen Keimen desselben Stammes nicht 
nur bei Typhusbacillen, sondern auch bei anderen Bakterienarten vor- 
kommen. 
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Der Verwendungsstoffwechsel pathogener Bakterien. 
IT. Mitteilung. 
Von 


H. Braun und €. E. Cahn-Bronner. 


(Aus der bakteriologisch-hygienischen Abteilung des Hygienischen Universitits- 
Institutes in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 18. April 1922.) 


II. Teil. 
Die Ernihrungsbediirfnisse und synthetischen Fihigkeiten der Para- 
typhus-A-Bacillen. 


a) Die ammoniak-nicht-assimilierenden Paratyphus-A-Stimme. 

In einer unserer friiheren Mitteilungen!) wurden bereits einige Ver- 
suche iiber die synthetischen Fiahigkeiten von Paratyphus A-Bacillen 
besprochen. Diese Untersuchungen sind inzwischen fortgesetzt worden, 
wobei wir uns die mit Typhusbacillen gemachten Erfahrungen zunutze 
gemacht haben. Die damaligen Versuche zeigten, da die untersuchten 
Stamme Ammoniak nicht zu assimilieren vermochten. Auch Kisch?), 
der die fiir den Paratyphus A-Bacillus ausniitzbaren Stickstoffquellen 
untersuchte, legt besonderen Wert darauf, daB alle seine Stimme das 
Ammoniak nicht verwerten konnten, und gibt diese Unfahigkeit als 
differentialdiagnostisches Hilfsmittel gegeniiber Paratyphus B-Bacillen 
an. Es standen uns vier Paratyphus A-Stimme zur Verfiigung, davon 
waren zwei iltere Sammlungsstimme und zwei in den Jahren 1919 und 
1921 aus einem Paratyphus A-Kranken und einem Bacillentrager ge- 
ziichtet. Die letzteren zwei sind in allen hier zur Besprechung kommen- 
den Naihrbéden gepriift, die anderen beiden zur Erginzung herangezogen 
worden. Alle vier waren unfaihig, aus Ammoniak als einziger Stickstoff- 
quelle ihre Leibessubstanz aufzubauen, einerlei welche Kohlenstoffverbin- 
dung man ihnen bot. So sind sie im Gegensatz zu Paratyphus B-Bacillen 
mit Milchsaure, Bernsteinsiaure, Apfelsiure, Citronensdure, Glycerin nicht 
zur Vermehrung gebracht worden, trotz dreiwochenlanger Bebriitung in 
flacher Fliissigkeitsschicht. Die Nahrbéden hatten die oben®) bei der Be- 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 3. 1921. 
*) Zentralbl. f. Bakteriol, usw. 8%. 1919. 
3) Siehe die vorhergehende I. Mitteilung in dieser Zeitschrift. 
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sprechung der Typhusbacillen angegebene Zusammensetzung und ent- 
hielten alle die tiblichen Mengen von Magnesiumsulfat, Caleiumehlorid 
und Eisensulfat. Auch das Nitrat konnten diese Stimme, wenn es die 
einzige Ntickstoffquelle war, nicht verwerten, einerlei ob Milchsiure, 
Traubenzucker, Glycerin oder Citronensiiure gleichzeitig vorhanden war. 
Von den Aminosiuren konnten Glykokoll, Alanin, Asparaginsiure und 
Leucin als einzige organische Nihrsubstanzen keine Vermehrung her- 
beifiihren. Wurde Milchsiiure als zweite Energiequelle hinzugefiigt, so 
blieb trotzdem mit Glykokoll und Alanin jedes Wachstum aus; mit As- 
paraginsiure zeigte ein Stamm in mehrmaligen Versuchen nur einmal 
eine ganz geringe Vermehrung; mit Leucin und Milchsiure waren zwei 
Stimme, nachdem lange Zeit der Nahrboden klar geblieben war, der 
eine erst nach zwei Wochen langer Bebriitung, in Passagen ziichtbar; 
doch gelang es auch in diesem Nahrboden nicht regelmaBig, diese Stiimme 
zum Wachstum zu bringen, eine Beobachtung, die sich durch die gleich 
zu besprechenden Versuche erklart. Das uns von Herrn Prof. Neuberg 
zur Verfiigung gestellte Tryptophan erlaubte hingegen eine iippige 
Vermehrung der Paratyphus A-Bacillen auch ohne Milchsiiure. Im 
Harnstoff-Milchsiurenihrboden vermochten sie nicht zu wachsen. 

Diese Paratyphus A-Stimme zeigen also cine weitgehende Uber- 
einstimmung mit den ammoniaknichtassimilierenden Typhusstiimmen. 
Abweichend war nur ihr gelegentliches Wachstum in Asparaginsiure- 
oder Leucin-Milchsiurenihrboden, im iibrigen aber war bei beiden 
Arten eine Vermehrung solange ausgeschlossen, als Ammoniak ode 
Nitrat die einzige verfiigbare Stickstoffverbindung war. 


b) Die Gewinnung ammoniak-assimilierender Paratyphus-A-Stimme. 

Wir haben also unter den uns zur Verfiigung stehenden Parat yphus- 
A-Stimmen keine ammoniakassimilierenden gefunden. Nach den an 
Typhusbacillen gemachten Erfahrungen trat nun die Frage nahe, ob es 
vielleicht auch hier durch ,,massige“ Einsaat inden Milchsiure-Ammoniak- 
Nihrboden gelingt, ammoniakassimilierende Kulturen zu gewinnen. Es 
wurde also von drei Stiémmen der ganze Rasen eines Schriigagarroéhrchen in 
eine flache Fliissigkeitsschicht des Milchsiiture- Ammoniakniahrbodens ein- 
getragen und bebriitet. Und tatsichlich gelang bei zwei Stiimmen schon 
3 Tage spiter die Ubertragung und Weiterfiihrung der Kultur in demselben 
Nihrboden. Bei einem dritten Stamm bedurfte es einer 6tagigen Bebrii- 
tung dieses massig beimpften einfachen Nahrbodens, bis auch hier Pas- 
sagen im Milchsiiure-Ammoniaknihrboden gelangen. Es war also bei 
unseren Paratyphus A-Stiimmen leichter als bei Typhusbacillen und 
es gliickte prozentual haufiger, aus nichtammoniakassimilierenden Kul- 
turen ammoniakassimilierende zu gewinnen. Brachte man diese auf 
Nahragar zuriick, ziichtete sie dort ebenso wie den ammoniaknichtassi- 
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milierenden Mutterstamm fort und impfte dann nach 4 Wochen die 
beiden Stémme wiederum in den Milchsiure-Ammoniaknahrboden ein, 
so vermehrte sich der Mutterstamm nicht, dagegen zeigte die daraus ge- 
wonnene Kultur auch jetzt darin wieder ein in Passagen fortfiihrbares, 
ziemlich kraftiges Wachstum. Lezte man von diesem ammoniakassimi- 
lierenden Stamm eine Agarplatte an und priifte zehn isolierte Kolonien 
auf ihr Vermégen, Ammoniak zu assimilieren, so erfuhr man, dab alle 
zehn so gewonnenen Kulturen ammoniakassimilierende Keime enthiel- 
ten. Die Verhaltnisse lagen hier gerade wie bei den ammoniakassimilie- 
renden Typhusstimmen: Stach man die Kolonien direkt in den fliissi- 
gen Milchsiure-Ammoniaknihrboden ab, so dauerte es 4—10 Tage, bis 
sichtbares Wachstum auftrat, bisweilen blieb es aber bei einigen ganz 
aus. Dies lag offensichtlich an einer zu geringen Einsaat, denn sobald 
man den Milchsiure-Ammoniaknahrboden aus einer von der gleichen 


Kolonie stammenden Niahragarkultur beimpfte, so trat in 2 Tagen 
deutliches Wachstum auf. — Wir haben also aus drei ammoniaknicht- 


assimilierenden Paratyphus A-Stiimmen drei Kulturen gewonnen, die 
ausschlieBlich oder tiberwiegend aus ammoniakassimilierenden Keimen 
zusammengesetzt waren. 

Als wir diese so gewonnenen Kulturen in Petruschkyscher Lackmus- 
molke untersuchten, schlug eine davon nach wenigen Tagen um. Sie 
glich also darin véllig dem Paratyphus B-Bacillus. In der Seitzschen 
,,.Lackmusmolke** von bekannter und konstanter, oben angegebener 
Zusammensetzung, die als flache Flissigkeitsschicht am Boden kleiner 
Erlenmeyerkélbchen ausgebreitet war, haben wir nun die drei ammoniak- 
assimilicrenden Stéimme mit den zugehérigen ammoniaknichtassimi- 
lierenden Mutterstiimmen verglichen. Diese letzteren réteten die kiinst- 
liche Lackmusmolke nach 48 Stunden, ohne sie zu triiben. Auch im 
Verlauf von 14 Tagen trat weder stiarkere Vermehrung noch Farbum- 
schlag ein. Die drei ammoniakassimilierenden Stémme aber triibten 
und réteten den Nahrboden schon nach 24 Stunden, zwei davon bewirk- 
ten nach etwa 8 Tagen unter rasch zunehmender Triibung eine starke 
Alkalibildung, bei eincm kam es nicht zum Farbumschlag. Die Verhilt- 
nisse liegen hier also geradeso, wie wir sie bei den Typhusbacillen beob- 
achten konnten. Wir crinnern uns, daB die Untersuchungen mit diesen 
Bakterien in kiinstlicher Lackmusmolke einen Zusammenhang zwischen 
der Verwertung der Citronensiure und des Ammoniaks einerseits und 
dem Farbumschlag andererseits ergeben haben. Sind diese aus Paratyphus 
A-Stiimmen gewonnenen, die Lackmusmolke bliituenden Kulturen auch als 
Paratyphus A-Stimme anzusprechen, oder haben wir Paratyphus 
B-Bakterien vor uns? Bei der serologischen Priifung wurden die ur- 
spriinglich nichtammoniakassimilierenden Paratyphus A-Stéimme und 
die daraus gewonnenen ammoniakassimilierenden Kulturen in gleicher 
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Hohe und Intensitaét durch Paratyphus A-Immunserum agglutiniert. 
Bei der Agglutination durch Paratyphus B-Immunserum erfolgte bei 
beiden Stammen nur eine ganz geringe Mitagglutination. Nach den an 
Typhusbacillen erhobenen, ganz entsprechenden Befunden haben wir 
also keinen Grund daran zu zweifeln, daB wir hier zur Ammoniakassimi- 
lation befahigte Paratyphus A-Bacillen vor uns haben, die aus nicht- 
ammoniakassimilierenden Stémmen, durch Anreicherung der in ihnen 
enthaltenen ammoniakassimilierenden Keime, gewonnen worden sind, 


¢) Die Ernaihrungsbediirfnisse der ammoniak-assimilierenden 
Paratyphus A-Bacillen. 

Wir haben nun die Ernahrungsbediirfnisse und die synthetischen 
Fahigkeiten dieser ammoniakassimilierenden Paratyphus A-Bakterien 
untersucht. Erst ihre Auffindung gab ja die Méglichkeit, exakt zu 
priifen, aus welchen Kohlenstoff- und Energiequellen die Paratyphus 
A-Bacillen ihr Kérpereiwei8 aufzubauen vermégen. Denn in unseren 
iiblichen komplizierten Laboratoriumsnihrbéden, z. B. in einer Niahr- 
bouillon, ist dies héchstens auf analytisch-chemischem Wege médglich, 
wenn nicht die Spaltungen dieser Verbindungen an leicht erkennbaren 
Stoffwechselprodukten (z. B. Saiure oder Gas) konstatierbar sind. Aber 
ganz abgesehen von diesen Schwierigkeiten kénnen solche Untersu- 
chungen an ammoniaknichtassimilierenden Staéimmen weder in Pepton 
noch in tryptophanhaltigen Naihrbéden ahnlich exakte Resultate geben, 
denn wir haben ja nie nur eine einzige Kohlenstoffquelle in diesen Nahr- 
béden, sondern, auBer der auf Nahrtiichtigkeit zu priifenden, zum 
mindesten in der organischen Stickstoffverbindung eine weitere Kohlen- 
stoff- und Energiequelle. — AuBerdem sind wir jetzt in der Lage, die 
ammoniakassimilierenden Paratyphus A-Bacillen mit den ammoniak- 
assimilierenden Typhus- und Paratyphus B-Bakterien zu vergleichen 
und ihre Stellung zueinander zu untersuchen. Alle Versuche sind mit 
den drei gewonnenen ammoniakassimilicrenden Paratyphus A-Stam- 
men durchgefiihrt worden. 

Wir verfolgen wieder eine Reihe von einfachen zu komplizierteren 
Kohlenwasserstoffverbindungen. Die Nahrbéden hatten die gleiche Zu- 
sammensetzung wie die in der vorstehenden Mitteilung fiir Typhusbacillen 
angegebenen. In Essigsiure- und Oxalsiiure-Ammoniaknahrbéden sind 
die ammoniakassimilierenden Paratyphus A-Stimme gerade wie die 
Typhusstimme und im Gegensatz zu einem Teil der Paratyphus B- 
Stimme nicht gewachsen. Im Milchsiure-Ammoniaknahrboden, also 
unter den Ernihrungsbedingungen, unter denen die Anreicherung der 
ammoniakassimilierenden Keime vorgencmmen worden war, wuchsen 
diese nach der Beimpfung von Nihragar in 2—5 Tagen bis zu ziem- 
lich dichter Triibnng des Nahrbodens heran. die Schnelligkeit und 
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Sicherheit des Anwachsens nach der erstmaligen Beimpfung war 
zwar gréBer als bei den ammoniakassimilierenden Typhusstimmen, 
erreichte aber nicht das rasche und tippige Wachstum der Paratyphus 
B-Bacillen. Es riB zwar gelegentlich die fortlaufende Kette der Passagen 
ab, war aber durch nochmalige Beimpfung eines neuen Kélbchens mit 
Milchsiure-Ammoniaknaihrboden aus dem eine Stufe alteren wieder her- 
zustellen. Im Bernsteinsiiure-Ammoniakniahrboden gelang es in wieder- 
holten Versuchen nur einmal, einen der drei Stéimme zur Vermehrung 
zu bringen, die beiden anderen wuchsen tiberhaupt nicht, gerade so 
wenig wie die Typhusstimme und im Gegensatz zu den Paratyphus 
B-Stimmen. Ebenso zeigten die ammoniakassimilierenden Parat yphus 
A-Bacillen im Apfelsiiture-Ammoniaknihrboden im allgemeinen kein 
Wachstum, nur mit einem der Stiimme (aber nicht mit dem gleichen, 
der im Bernsteinsiure-Ammoniaknihrboden gewachsen war) konnte 
einmal Vermehrung in Passagen erzielt werden, bei anderen Versuchen 
mit dem gleichen Stamm aber nicht. In diesen beiden letztgenannten 
Nahrbéden sind also entgegen dem Verhalten der Paratyphus B-Bacil- 
len zwei der Paratyphus A-Stamme itiberhaupt nicht gewachsen und 
einer nur gelegentlich und sehr schwach. Etwas anders liegen die Verhiilt- 
nisse im Citronensiure-Ammoniaknihrboden. Auch hier zeigte ein 
Stamm tiberhaupt kein Wachstum, die beiden anderen aber sind ganz 
besonders schnell und tippig gediehen. Hier also haben wir es mit 
einem isolierten Ausfall eines Stammes innerhalb der gleichen Art 
hinsichtlich einer bestimmten, sonst sehr ausgesprochenen Fiahigkeit 
zu tun; und es verdient vermerkt zu werden, daB es sich hier gerade um 
dieselbe Funktion, namlich die Citronensiureverwertung, handelt, die 
auch bei ammoniakassimilierenden Typhusstiimmen nur einzelnen Kei- 
men innerhalb der Kultur zukam. Dieser die Citronensiiure nicht an- 
greifende Stamm ist derselbe, der die Seitzsche ,,Lackmusmolke™ nicht 
blaute. Da diese, auber dem fiir Paratyphus A-Bacillen nicht in Be- 
tracht kommenden Milchzucker, als Kohlenstoffquelle nur eine Spur 
Traubenzucker und die Citronensiiure enthilt, so wird es verstindlich, 
warum dieser Stamm darin kein Alkali bildete. (S. I. Mitteilung, I. Teil, b.) 
Im Glycerin-Ammoniaknaihrboden gediehen gerade wie die ammoniak- 
assimilierenden Typhusstiimme und die Paratyphus B-Bacillen auch die 
ammoniakassimilierenden Paratyphus A-Stémme gut, wenn auch nicht 
jedesmal bei der ersten Ubertragung vom Nahragar aus. Aber die Fort- 
ziichtung in Passagen begegnete noch gréBeren Sch wierigkeiten als bei den 
Typhusstiimmen ; denn die darin schnell und kriftig bis zur dichten Trii- 
bung wachsenden Keime starben sehr schnell wieder ab; so konnten wir 
beobachten, da®B eine innerhalb dreier Tage stark gewachsene Glycerin- 
Ammoniakkultur, die so viel lebende Keime enthielt, daB eine Ose davon. 


auf ein Schrigagarréhrchen ausgestrichen, einen dichten zusammenhiin- 
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genden Rasen, in dem einzelne Kolonien kaum erkennbar waren, aufgehen 
lieB, 2 Tage spater nur noch vereinzelte. am 3. Tage tiberhaupt keine 
lebenden Keime in der gleichen Fliissigkeitsmenge enthielt. Die starke 
Saiurebildung aus dem Glycerin wird wohl die Ursache dieser Schidigung 
der Keime sein, und dadurch wird die Schwierigkeit ihrer Fortziichtung in 
Passagen erklart. Fiir die Frage. wie weit diese aus Paratyphus A- 
Stimmen gewonnenen ammoniakassimilierenden Kulturen dem Para- 
typhus B-Bacillen gleichen, war ihr Verhalten im Arabinose-Ammoniak- 
nihrboden wichtig. Bei keinem der Stiimme trat Wachstum auf; sie 
stimmen also in dieser Beziehung mit den Typhusstiimmen iiberein und 
lassen sich leicht von den Paratyphus B-Stimmen unterscheiden. 

Was nun die Verwertung des Nitrats als einziger Stickstoffquelle be- 
trifft, so niihern sich in dieser Beziehung die ammoniakassimilierenden 
Paratyphus A-Stimme mehr den Paratyphus B-Bakterien als den Ty- 
phusstimmen. Ein Stamm wies keine Vermehrung in Milchsiure-Nitrat- 
Niaibrboden auf. Die beiden anderen dagegen konnten sich zwar nicht 
bei jedem Versuche, doch sobald das Anwachsen gelang. in Passagen 
vermehren. Das Wachstum war allerdings iuBerst langsam, es bedurfte 
2—3 Wochen, bis es zu schwacher Triibung des Naihrbodens kam. Einen 
dieser beiden Stimme, der im Citronensiiure-Ammoniaknihrboden be- 
sonders gut wuchs, konnten wir auch im Citronensiure-Nitratnaihrboden 
zum Wachstum bringen, besonders wenn er direkt vom Citronensiure- 
Ammoniaknahrboden dorthin iibertragen wurde. 

Was die Verwertung der Aminosiiuren ohne gleichzeitig vorhandene 
andere Energiequelle anbelangt, so vermochten sich die ammoniak- 
assimilierenden Paratyphus A-Stéimme weder von Glykokoll noch von 
Leucin zu ernahren. Stand ihnen auberdem Milchsiure zur Verfiigung, 
so trat besonders mit Leucin kraftiges Wachtum auf. Die Asparagin- 
siure allein geniigte nur einem Stamm, um kiimmerlich in einigen Passa- 
gen zu gedeihen. Bei gleichzeitig anwesender Milchsiure aber zeigten 
alle drei eine tippige Vermehrung. Geradeso lagen, wie erinnerlich, die 
Verhialtnisse bei den ammoniakassimilierenden Typhusstiimmen, wih- 
rend die Paratyphus B-Bacillen anspruchsloser waren. Ein auffallend 
schlechtes Wachstum der ammoniakassimilierenden Paratyphus A- 
Stimme trat mit Alanin zutage; ein Stamm war tiberhaupt nicht in 
Passagen zur Vermehrung zu bringen, die beiden anderen wuchsen 
nur sehr langsam, wiihrend doch das Alan‘n den ammoniakassimilieren- 
den Typhus- und Paratyphus B-Bacillen gute Wachstumsmdéglichkeit 
bot. 

Die Harnstoffverwertung in solchen einfachen Naihrbéden, in denen 
er die einzige Stickstoffquelle darstellte, ergab bei den Paratyphus A- 
Stiimmen schwankende Resultate; ein Stamm vermehrte sich im Harn- 
stoff-Milchsiurenahrboden in Passagen, die beiden anderen wuchsen 
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entweder gar nicht oder waren nicht in Passagen fortziichtbar: hier sehen 
wir also wieder Verhaltnisse, die denen bei ammoniakassimilierenden 
Typhusstimmen ahneln und von den bei Paratyphus B-Bakterien 
beobachteten verschieden sind. 

Fassen wir die Ergebnisse dieser Versuche in einfachen kiinstlichen 
Nahrbéden zusammen: Die untersuchten ammoniakassimilierenden 
Paratyphus A-Stimme haben andere Ernihrungsbediirfnisse als die 
Paratyphus B-Bacillen und stehen vielmehr den ammoniakassimilieren- 
den Typhusstimmen sehr nahe. Die folgende Tabelle IV gibt einen ab- 
schlieBenden Uberblick iiber die speziellen Versuchsresultate mit Para- 
typhus A-Bacillen. Die ammoniakassimilierenden Stiémme 1 und 2 sind 
aus den ammoniaknichtassimilierenden Stimmen | und 2 gewonnen. 

Nach Herkunft der Stimme, ihrem agglutinatorischen Verhalten 
und ihren Ernaihrungsbediirfnissen in einfachen kiinstlichen Nahrbéden 
besteht also kein Zweifel, daB es sich hier um ammoniakassimilierende 
Paratyphus A-Stiimme handelt. Es gibt demnach auch unter den Para- 
typhusA-Bacillen Keime mit tiefgreifenden ernihrungsphysiologischen 
Verschiedenheiten, wie sie die Fihigkeit der Ammoniakassimilation 
gegeniiber dem Bedarf organischer Stickstoffverbindungen bedeutet. 


III. Teil. 
Die Ernahrungsbediirfnisse der Shiga-Kruse-Dysenteriebacillen und die 
Toxinbildung unter einfachsten Ernahrungsbedingungen. 


a) Das Vorkommen ammoniak-assimilierender und nicht-ammoniak-assimi- 
lierender Shiga-Kruse-Stimme und ihr Verhalten in Lackmusmolke. 


Aus der Arbeit von KAisch') und unseren friiher mitgeteilten Ver- 
suchen?) wissen wir, da es auch unter den Shiga-Kruse-Bacillen am- 
moniakassimilierende und ammoniaknichtassimilierende Stimme gibt. 
Wir haben deshalb unsere Untersuchungen an diesen Bakterien fortge- 
setzt, um zu erfahren, ob die bei den Typhus- und Paratyphus A- 
Bacillen gefundenen genetischen Beziehungen zwischen dem anspruchs- 
losen und anspruchsvolleren Typ auch hier zu beachten sind; die Ruhr- 
bacillen stehen den Typhusbakterien ja nicht so nahe, wie die Para- 
typhus A-Bacillen, und es kime also, wenn auch hier ahnliche Verhalt- 
nisse herrschen, unseren Beobachtungen eine allgemeinere, tiber den 
Bereich einer Bakterienart und seiner nichsten Verwandten hinaus- 
reichende Bedeutung zu. 

Wir haben fiir diese Versuche acht Shiga-Kruse-Dysenteriestamme 
von typischem kulturellem und serologischem Verhalten herangezogen. 
Davon konnten wir fiinf im Milchsiure-Ammoniaknihrboden dauernd 
zum Wachstum bringen, drei hingegen konnten sich nicht in Passagen 
vermehren. Wir finden also auch hier innerhalb einer Art ernihrungs- 
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physiologisch verschieden befahigte Stémme. Serologisch haben wir 
keine Unterschiede zwischen diesen beiden Typen beobachtet; wir 
finden also ganz den bei Typhus- und Paratyphus A-Bakterien ent- 
sprechende Verhialtnisse. Wir erinnern uns der bei diesen Bakterien be- 
obachteten Erscheinungen in der Lackmusmolke, wo Typhus- und sogar 
Paratyphus A-Stamme entgegen der als typisch geltenden dauernden 
Siuerung nach langerer Bebriitung auch Alkali bildeten: wir haben 
diese in der kiinstlichen ,,Lackmusmolke* als Folge der Ammoniak- 
assimilation erkannt. Gilt dies auch fiir die Shiga-Kruse-Bacillen ? 
Auch bei diesen wird eine schwache dauernde Rétung der Lack- 
musmolke als charakteristisch betrachtet. Bei einigen der ammoniak- 
assimilierenden Shiga-Krusestimme konnten wir aber nach 7—9 Tage 
langer Bebriitung einen Umschlag der natiirlichen Lackmusmolke 
in Blau beobachten. Wir wissen nicht, worauf die Alkalibildung 
in diesem komplizierten Nahrboden unbekannter Zusammensetzung 
zurickzufiihren ist. Deshalb haben wir wieder die kiinstliche Seitz sche 
.,.Lackmusmolke** herangezogen. Darin aber konnten wir zwischen 
ammoniakassimilierenden und ammoniaknichtassimilierenden Shiga- 
Kruse-Stimmen auch nach wochenlanger Bebriitung keinen Unter- 
schied bemerken; bei Ziichtung in flacher Schicht trat am 2. oder 
3. Tag eine intensive Rétung auf, ohne dal es bei einem der 
Stimme zur Alkalibildung kam. Es schien also die fiir die Typhus- und 
Paratyphusgruppe aufgefundene Beziehung zwischen Ammoniak- 
assimilation und Alkalibildung in der -kiinstlichen ,,Lackmusmolke* 
hier keine Giiltigkeit zu haben. Die spiter zu besprechenden eingehen- 
den Versuche tiber die Ernihrungsbediirfnisse der Shiga-Kruse-Bacillen 
erklarten aber diese unerwartete Beobachtung ohne weiteres. Es stellte 
sich namlich heraus, dab diese Bakterien die Citronensiiure nicht anzu- 
greifen vermégen, oder héchstens in seltenen Fillen auf Umwegen da- 
zu zu bringen waren. Also konnten sie in der Settzschen ,,Lackmus- 
molke*™, die ja ein Citronensiure-Traubenzucker-Ammoniaknahrboden 
mit Milchzucker und Peptongehalt ist, nach Verbrauch der minimalen 
Traubenzucker- und Peptonmengen tiberhaupt nicht weiter wachsen 
und nicht, wie Paratyphus-B-Bakterien und manche Typhus- und Para- 
typhus-A-Bacillen, aus Ammoniumsulfat und Natriumcitrat alkalische 
Stoffwechselprodukte bilden. Die ammoniaknichtassimilierenden Shiga- 
Kruse-Stimme kénnen also in der kiinstlichen ,,Lackmusmolke™ kein 
Alkali bilden, weil sie das Ammoniak und die Citronensaure nicht verwer- 
ten kénnen, und die ammoniakassimilierenden Stimme k6nnen sie eben- 
falls nicht blauen, weil ihnen die Citronensiureverwertung unmdéglich ist. 
Es ist also klar, warum die ammonikassimilierenden Shiga-Kruse-Stéamme 
in der Seitzschen kiinstlichen ,,.Lackmusmolke** keinen Farbumschlag 


hervorrufen. 
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Gelingt es nun auch hier aus ammoniaknichtassimilierenden Stimmen 
ammoniakassimilierende zu gewinnen ? Es wurde nach der an Typhus- und 
Paratyphus A-Bacillen erprobten Methode der ganze Rasen eines Schrag- 
nihragarrohrchens in 4 cem des Milchsiture-Ammoniaknihrbodens ein- 
gerie ben und diese dichte Bakterienemulsion bebriitet. Nach 6, 10 und 17 
Tagen der Bebriitung wurde versucht, daraus durch Ubertragung von 
mehreren Osen Passagen im Milchsiure-Ammoniaknahrboden zu erzielen. 
Bei zwei der ammoniaknichtassimilierenden Stimme hatten wir damit 
keinen Erfolg; beim dritten aber gelang es, zwar nicht nach 6, wohl aber 
nach 10 und 17 Tagen eine ammoniakassimilierende Kultur zu gewinnen: 
Kine Woche lang blieb der neu beimpfte Milchsiiture-Ammoniaknihrboden 
wasserklar; dann trat eine deutliche Triibung auf, und es lieBen sich die 
in Reinkultur herangewachsenen Shiga-Kruse-Bacillen unter diesen ein- 
fachen Ernihrungsbedingungen von Passage zu Passage weiter fort- 
ziichten. Auch hier ist also eine Anreicherung der zur Ammoniakassimi- 
lation befaihigten Bakterien im Milchsiure-Ammoniaknihrboden nach 
massiger Beimpfung gelungen, und damit der Beweis erbracht, daB auch 
bei den Shiga-Kruse-Bacillen die Individuen eines Stammes verschiedene 
Befahigung aufweisen kénnen. Unsere an Typhus- und Paratyphus A- 
Bacillen gemachte Beobachtung hat also an Ruhrbacillen eine Erweite- 
rung erfahren. Auch hier werden wir wieder eine Abstammung der einen 
Keime von den anderen annehmen miissen, denn die ammoniaknicht- 
assimilierenden Stiimme sind durch mehrmalige Reinziichtung aus einer 
isolierten Kolonie gewonnen worden und enthalten doch Individuen 
verschiedener Leistungsfihigkeit. Auch hier unterscheiden sich die 
einzelnen Shiga-Kruse-Stimme dadurch, da einige so viele zur Am- 
moniakassimilation befaihigte Keime enthalten, daB sie schon bei kleiner 
Kinsaat in den Milchsiure-Ammoniaknaihrboden wachsen, andere nur 
wenige Keime dieser Fahigkeit aufweisen und deshalb nur nach massiger 
Kinsaat dieser Kulturen in den einfachen Nahrbéden wachsen und wie- 
der andere iiberhaupt keine oder nur so wenige ammoniakverwertende 
Keime besitzen, dais diese nicht nachweisbar sind. 


o 
hb) Die Ernihrungsbediirfnisse der ammoniakassimilierenden Shiga-Kruse- 
Stimme. 

Wir haben nunmehr die ammoniakassimilierenden Shiga-Kruse- 
Stamme in ihren ernihrungsphysiologischen Eigenschaften in einfachen 
kiinstlichen Nahrbéden untersucht und wollen sie mit den Paratyphus- 
und Typhusbacillen vergleichen. Sie sind in den meisten der zur Unter- 
suchung der Typhusbacillen beniitzten Nahrbéden, deren genaue Zu- 
sammensetzung dort angegeben ist, gepriift worden. Es zeigte sich, 
daB die Shiga-Kruse-Bacillen ganz erheblich anspruchsvoller sind als 
die bisher untersuchten Bakterienarten. Sie sind schwerer in Nahr- 
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béden mit wenigen einfachen Nihrstoffen ziichtbar, die Passagen reiBen 
gelegentlich ohne erkennbaren Grund ab und 6fters wachsen die Bak- 
terien bei der Beimpfung eines solchen Nahrbodens vom Nihragar erst 
nach mehrmaligen Versuchep an. Gegen erhéhten Alkaligehalt sind sie 
sehr empfindlich. 

Im Essigsiure- und Oxalsiure-Ammoniaknihrboden trat bei den 
vier gepriiften Stimmen kein Wachstum auf. Sie stimmen also in dieser 
Beziehung mit den Typhusbacillen iiberein und sind von den Para- 
typhus B-Bakterien verschieden. 

Im Milchsiure-Ammoniaknahrboden zeigten sie ein langsam sich an- 
bahnendes, dann aber recht kraftig werdendes Wachstum, das sich in 
vielen Passagen fortfiihren lieB. Bei einigen Stimmen kam es schon in 
3—4 Tagen zur Triibung der Nahrlésung, bei manchen mute man bis 
zu 10 Tagen warten, bis dann innerhalb 48 Stunden der Nahrboden triib 
wurde; einzelne Stimme waren nicht bei jedem Versuche zur Ver- 
mehrung zu bringen. Die Bakterien senkten sich in alter werdenden 
Kulturen dieses Nihrbodens zu Boden und bildeten dort einen schlieri- 
gen Bodensatz. Untersuchte man diesen mikroskopisch, so sah man sehr 
verschieden lange, bis zu ganz kurzen, dicken Stiaibchen, die sich bei det 
Gramfirbung nicht ganz gleichmaBig entfairbten; eine daraus beimpfte 
Nahragarplatte zeigte groBe und kleine Kolonien und die gleichen Form- 
und Farbungsungleichheiten wie das Praparat aus dem einfachen kiinst- 
lichen Nahrboden; doch waren beide Kolonien, wie die kulturelle und 
serologische Priifung ergab, Shiga-Kruse-Bacillen. Dieselben Beobach- 
tungen waren auch in ilteren Kulturen der gleichen Stémme auf Nihr- 
agar zu machen. 

Im_ Bernsteinsiure-Ammoniaknahrboden fand keine Vermehrung 
statt. Es sind also in diesem Nahrboden von den bis jetzt untersuchten 
Bakterien nur die Paratyphus B-Bacillen und diese simtlich und sehr 
iippig gewachsen, die ammoniakassimilierenden Typhus- und Paratyphus 
A-Stimme dagegen gerade wie die Shiga-Kruse-Staémme nicht gediehen. 

Aber auch im Apfelsiiture-Ammoniak- und im Citronensiure-Ammo- 
niaknahrboden konnte zunichst keine dauernde Vermehrung der Shiga- 
Kruse-Bacillen beobachtet werden. Die Paratyphus B-Bacillen wachsen in 
beiden Nahrbéden vorziiglich, der ammoniakassimilierende Typhus- 
bacillus im ersten sehr schlecht oder gar nicht, im zweiten gut, der Paraty- 
phus A-Bacillus im ersteren nicht, im zweiten nur ein Teil der Stimme, 
und die hier untersuchten Shiga-Kruse-Bacillen in keinem von beiden. 
Dieses Resultat ist bemerkenswert, und wir versuchten deshalb, ob es nicht 
doch auf Umwegen zum Wachstum dieser Bakterien in diesen Niihrbéden 
kommen kann. Die Ammoniakassimilation macht den Shiga-Kruse- 
Bacillen offensichtlich erhebliche Schwierigkeiten, denn sie wachsen in 
allen diesen einfachen kiinstlichen Nahrbéden nur zogernd ; dagegen wird 
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die Vermehrung mit fortschreitender Passagenzahl schneller. Auch hier 
ist es wohl berechtigt, daraus auf eine verschiedene Befaihigung der ein- 
zelnen Keime und eine allmahliche Anreicherung der besonders leistungs- 
fahigen zu schlieBen. Es lag bei dieser Auffassung der Gedanke nahe, 
nach einigen Passagen im Milchsiure-Ammoniaknihrboden die Keime 
von dort aus in den Apfelsiure- oder Citronensiiure-Ammoniaknahr- 
boden zu bringen. Denn man konnte annehmen, da nach einer im 
Milchsiure-Ammoniaknaihrboden erfolgten Anreicherung der zur Am- 
moniakassimilation besonders befihigten Keime diese nun mit einer 
schlechter ausniitzbaren Kohlenstoffquelle als der Milchsiiure doch viel- 
leicht zur Vermehrung kommen; es wire ihnen dann gewissermaben 
von zwei Schwierigkeiten, nimlich der Verwertung erstens des Am- 
moniaks und zweitens der offenbar wenig geeigneten Kohlenstoff- und 
Energiequelle, wie es die Apfel- oder Citronensiiure im Gegensatz zur 
Milchsiure ist, die zweite Schwierigkeit durch vorherige Anreiche- 
rung der zur Ammoniakassimilation besonders befihigten Keime 
erleichtert. Vom gleichen Gedankengang ausgehend, haben wir 
daher auch umgekehrt sonst grundsitzlich von demselben Nihr- 
boden, namlich dem Ndhragar, alle einfachen Nihrlésungen — be- 
impft, um gleichmaBige Verhiltnisse zu schaffen und nicht irgendwie 
ausgewiahlte Keime als Einsaat zu verwenden. Die Versuche ergaben 
nun tatsichlich, daB diese Gedankenginge nicht ganz unberechtigt 
waren: waihrend im Apfelsiiure-Ammoniaknahrboden, solange er vom 
Nahragar beimpft wurde, von zwei Stiimmen der eine gar nicht, der 
andere nicht in Passagen ziichtbar war, gelang es bei beiden nach der 
Ubertragung aus dem Milchsiure-Ammoniaknahrboden in dem Apfel- 
siure-Ammoniaknahrboden Passagen zu erzielen ; dieTriibung ent wickelte 
sich zwar langsam, wurde aber deutlich. Ebenso gelang es auf diese 
Weise, von vier im Citronensiure-Ammoniaknihrboden nach der Be- 
impfung vom Nihragar nicht wachsenden Stimmen darin wenigstens 
einen nach der Einsaat aus einer ersten Passage im Milchsaiure-Ammo- 
niaknaihrboden zu kriftiger Vermehrung in Passagen zu bringen. Ent- 
sprechende Versuche, auch im Bernsteinsiure-Ammoniaknihrboden die 
Shiga-Kruse- Bacillen auf diese Weise zum Wachstum zu bringen, sind aber 
bemerkenswerterweise gescheitert. Auf keinem Weg ist es uns also ge- 
lungen, die Typhus- und Shiga-Kruse-Bacillen zur Verwertung der 
Bernsteinsiiure als einziger Kohlenstoffjuelle zu veranlassen. 

Im Glycerin-Ammoniak-Nahrboden zeigten vier Shiga-Kruse-Stam- 
me iippiges Wachstum. Es wachsen dort die Bakterien ganz besonders 
gut, doch sterben die Kulturen wohl infolge der schnell auftretenden 
sauren Reaktion rasch ab, so da®B Passagen Schwierigkeiten bereiten. 

Die ammoniaknichtassimilierenden Shiga-Kruse-Stimme sind in 
keiner der bis jetzt besprochenen Nahrlésungen gewachsen. Im Glycerin- 
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Ammoniaknahrboden ist aber ein Stamm, aus dem die Abspaltung einer 
ammoniakassimilierenden Kultur gelang, gelegentlich auch schon bei 
kleiner Einsaat gewachsen. Es zeigt dies, dab je leichter ausniitzbar die 
Kohlenstoff- und Energiequelle ist, desto leichter die Ammoniakassimi- 
lation bewerkstelligt wird. Es legt also diese Beobachtung die Auffassung 
nahe, dap die Fahigkeit der Ammoniakverwertung allen Keimen in kleine- 
rem oder gréperem Mae zukommt. Sind die sonstigen Ernihrungsver- 
haltnisse sehr giinstig, so gelingt es vielen Keimen, das Ammoniak zu 
assimilieren: es wichst in unserem Beispiel ein Shiga-Kruse-Stamm 
gelegentlich schon bei kleiner Einsaat im Glycerin-Ammoniaknihr- 
boden; ist die Energiegewinnung fiir das Bakterium aus_ irgend- 
einem Grunde schwieriger, so gelingt es offenbar nur noch wenigen 
Keimen, das Ammoniak zu verwerten: derselbe Shiga-Kruse-Stamm 
wichst im Milchsiure-Ammoniaknaihrboden nur nach massiger Ein- 
saat und so erfolgter Anreicherung besonders befaihigter Individuen. 
Werden nun die Ernaihrungsbedingungen noch schlechter, so ist eine 
noch schairfere Auswahl] der Keime notwendig, und es gelingt in einem 
solchen Naihrboden nur noch durch Beimpfung aus einem anderen am- 
moniakhaltigen, mit besser ausniitzbarer Kohlenstoffquelle versehenen 
Nahrlésung, Wachstum zu erzielen: so sind einzelne Stiimme im Apfel- 
oder Citronensiure-Ammoniaknahrboden nur dann gediehen, wenn sie 
aus dem Milchsiure-Ammoniaknihrboden dorthin itibertragen wurden. 

Von den Kohlenhydraten bot die Arabinose deshalb ein Interesse, 
weil ihre Verwertung ein Unterscheidungsmerkmal zwischen ammoniak- 
assimilierenden Typhus- und Paratyphus A-Bacillen einerseits und den 
Paratyphus B-Bacillen andererseits ergeben hat. Auch die untersuchten 
Shiga-Kruse-Stémme konnten im Arabinose-Ammoniaknahrboden nicht 
gedeihen. 

Das Nitrat konnte von dem ammoniakassimilierenden und ammoniak- 
nichtassimilierenden Shiga-Kruse-Stémmen nicht verwertet werden. Sie 
sind weder im Milchsiure-Nitrat-, noch im Traubenzucker- Nitrat-, noch im 
Glycerin-Nitratnihrboden gewachsen, obgleich alle drei Kohlenstoff- 
verbindungen fiir sie gut ausniitzbar sind. Auch hierin decken sie sich 
also mit den Typhusbacillen. 

In den aminosiurehaltigen Nihrbéden zeigten sich die Shiga- Kruse- 
Bacillen anspruchsvoller als die bisher untersuchten Arten. Je zwei 
untersuchte Stimme sind weder mit Glykokoll, noch mit Asparagin- 
sdure, noch mit Alanin, noch mit Leucin gewachsen, wenn nicht eine zweite 
Energiequelle zur Verfiigung stand. Die ammoniakassimilierenden 
Typhusbacillen konnten sich, wie erinnerlich, sehr wohl aus Alanin oder 
Asparaginsiure vermehren. Nach dem Zusatz von 0,5°,, Natriumlactat 
sind aber die ammoniakassimilierenden Shiga-Kruse-Bacillen mit den vier 
genannten Aminosduren in Passagen gewachsen, wobei mit Ausnahme 
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in unseren einfachen Nahrbéden vom Shiga-Kruse-Bacillus nicht ver- 
werteten Stoffe. z. B. Bernsteinsiure oder Citronensiure, doch als Niahr- 
stoffe benutzt werden kénnen. Denn auch aus unseren Versuchen 
wissen wir von manchen Nahrstoffen, daB sie erst dann verwertbar 
werden, wenn auBerdem noch eine andere Substanz gleichzeitig ver- 
fiigbar ist. 

¢) Toxinbildung in einfachen kiinstlichen Naihrbéden. 

Nachdem die Ernihrungsbediirfnisse der Shiga-Kruse-Bacillen syste- 
matisch untersucht worden sind, bot sich bei diesen Bakterien die Ge- 
legenheit, auf der dadurch gewonnenen Grundlage die Frage zu priifen, 
ob unter den einfachsten Ernahrungsverhiltnissen, beim Aufbau aus 
wenigen einfachen Substanzen, Toxin gebildet wird. 

Das Studium der Toxinbildung unter tibersichtlichen Ernihrungs- 
verhaltnissen war ja der eigentliche Ausgangspunkt der alten Unter- 
suchungen von Uschinsky'), der deshalb als erster toxinbildende Keime 
in einfachen kiinstlichen Nihrbéden zu ziichten versuchte. Er gibt an, 
Tetanus- und Diphtherietoxin in solechen Nahrlésungen gewonnen zu 
haben, doch konnten seine Versuche spiter nicht bestitigt werden, da 
diese Bakterien unter so einfachen Ernaihrungsbedingungen nicht zum 
Wachstum zu bringen waren. Auch uns ist dies in unseren Naihrbéden 
trotz wiederholter Versuche mit Diphtheriebacillen nicht gelungen. 

Bei den Shiga-Kruse-Bacillen war jetzt Gelegenheit zu solchen Ver- 
suchen gegeben. Denn das Vorkommen ammoniakassimilierender Stam- 
me gestattete es, sehr einfach zusammengesetzte Niahrbéden zu be- — 
nutzen. In der Arbeit von Dérr?) tiber das Dysenterietoxin findet sich 
die Angabe, daB die Shiga-Kruse-Bacillen in dem ziemlich komplizierten, 
von Uschinsky angegebenen Nihrboden, der ein Glycerin-Milchsiure- 
Asparaginsiiure-Ammoniaknahrboden ist, kein Gift bilden, und auch 
die darin aufgewachsenen Bakterien selbst nicht giftig sind. 

Als Versuchstiere haben wir Kaninchen benutzt, die bekanntlich am 
empfindlichsten gegen das Dysenteriegift sind. Ihr Gewicht betrug 
1000—1500 g, in einzelnen Versuchsreihen wurden Tiere von 750 g 
beniitzt. Das Gift wurde intravendés injiziert. Wir waihlten einen ammo- 
niakassimilierenden Shiga-Kruse-Stamm aus, der in Nihrbouillon reich- 
lich Gift bildete. Das Gift selbst haben wir auf zwei verschiedenen Wegen 
gewonnen. In Anlehnung an die Methode von Neisser-Shiga*) wurden 
altere, 12—17 Tage alte Kulturen in fliissigen Naihrbéden eine Stunde 
lang bei 60° gehalten und so die Bakterien abgetétet und dabei ihre 
Leiber ausgelaugt; unmittelbar darauf wurde scharf zentrifugiert, bis 
eine opalisierende Fliissigkeit entstand. Oder es wurden die unerhitzten 

1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 14. 1893. 

*) Dorr, Das Dysenterietoxin. Jena 1907. 

8) M. Neisser u. Shiga, Dtsch. med. Wochenschr. 1903. 
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Kulturen durch de Haénsche Filter (Nr. 10) filtriert und die sterilen 
Filtrate auf Giftigkeit gepriift. 

Wir hatten agarfreie fliissige Nahrbéden zu verwenden, denn wir 
muBten an dem Standpunkt festhalten, dab nur diese dem Grundsatz 
bekannter und konstanter Nihrbodenzusammensetzung entsprechen. 
Zunichst haben wir eine komplizierte Nahrlésung aus 0,5°, Kochsalz, 
0,2°, Phosphatgemisch, 0,5°,, Ammoniumsulfat, 0,5°,, Natriumlaktat, 
0.2%, Asparaginsiure, 0,2°,, Alanin und 0,2°, Leucin und der nétigen 
Menge Natriumcarbonat zusammengesetzt; sie enthielt also viclerlei fiir 
den Shiga-Kruse-Bacillus nachgewiesenermaBen ausnutzbare Nihr- 
stoffe. AuBerdem haben wir gleichzeitig den einfachsten kiinstlichen 
Nahrboden, in welchem diese Bakterien noch wachsen, den Milchsiure- 
Ammoniaknahrboden, der nur 0,5°,, Kochsalz, 0,2°,, Phosphatgemisch 
und 0,6°% Ammoniumlactat enthielt, zu diesen Versuchen beniitzt. Die 
verwendeten Kulturen waren 12—17 Tage alt und stellten zweite oder 
dritte Passagen in diesen Nihrbéden dar. 

In Nahrbouillon und in diesen beiden aus bekannten Stoffen zu- 
sammengesetzten Nahrbéden, dem komplizierten und dem einfachen, 
wurden ganz tibereinstimmende Beobachtungen gemacht. Sowohl die 
1 Stunde auf 60° erhitzten Kulturen wie die keimfreien Filtrate leben- 
der Kulturen waren giftig. In Mengen von 0,5—1,0 cem riefen sie charak- 
teristische Krankheitserscheinungen an Kaninchen hervor und téteten 
sie meistens. Nur einige Tiere konnten sich wieder erholen. Ein Teil 
von ihnen bekam 3—6 Stunden nach der Injektion starke Durchfalle, 
fra nicht mehr, so daB schnell betriichtliche Gewichtsverluste eintraten ; 
nach 24 Stunden, manchmal erst am 3. Tag, traten Paresen auf, dic an 
den Vorder- oder Hinterbeinen begannen. Dann kam es schnell zur 
volligen Lahmung der Extremititen und auch der Nacken-und Halspartie. 
Die Tiere lagen auf der Seite, ohne ein Glied oder den Kopf bewegen zu 
kénnen, dieser sank, wenn man sie aufnahm, schlaff herunter. Die meisten 
Tiere starben in diesem Zustand. Fiitterte man sie sorgfiltig 

die Kau- und Schluckmuskulatur pflegte intakt zu sein 
so konnte man gelegentlich solche Tiere trotz 5 Tage anhaltender volliger 
Lihmung durchbringen, wobei dann die Erscheinungen ziemlich plétz- 
lich zuriickgingen. Die intravendse Injektion der entsprechenden 
Menge unbeimpften Naihrbodens machte keine Krankheitserscheinungen. 
Die Sektion der Kaninchen hat nichts Besonderes ergeben: Der Darm 
war bei allen Tieren gerétet, seine GefiiBe stark injiziert, und zwar konnte 
sowohl der Diinn- wie der Dickdarm betroffen sein; beim Aufschneiden 
des Darmes sah man den Stuhl 6fters von einer dicken Schleimschicht 
eingehiillt und fand auch manchmal auf den festen Kotballen blutige 
Auflagerungen, sichere Darmgeschwiire oder gar ausgedehnte Nekrosen 


haben wir in kcinem Falle beobachten kénnen. 
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Weitere Versuche zeigten, daB sich diese giftige, in dem einfachsten 
kiinstlichen Nahrboden gebildete Substanz durch spezifisches [mmun- 
serum neutralisieren laBt. Wir muBten aus Tiermangel zu dieser Ver- 
suchsreihe grobe, bis tiber 2 kg schwere Kaninchen beniitzen. Das aus 
einer 12 Tage alten Milchsiure-Ammoniak-Kultur durch Filtration 
gewonnene Toxin wurde mit gréBeren Mengen antitoxischen polyvalen- 
ten Ruhrserums (Héchst) neutralisiert, 2 Stunden bei 37° stehen ge- 
lassen und dann injiziert. Ein Tier erhielt 2cem Gift und 3 ccm Im- 
munserum. Es zeigte keine Krankheitserscheinungen. Ein zweites Tier 
bekam gleichzeitig ebenfalls 2 cem Gift mit 3 cem Normal-Pferdeserum 
gemischt; es ging nach 5 Stunden unter starken Durchfallen ein. Ein 
drittes Kaninchen bekam die gleiche Giftmenge mit 3 ccm physiologi- 
scher Kochsalzlésung gemischt und ebenfalls 2 Stunden bei 37° ge- 
halten; es erkrankte nach 6 Stunden unter mabigen Durchfillen, zeigte 
am niichsten Tag eine Parese der Hinterbeine, ohne daB es zu Laihmun- 
gen kam, verlor bis zum 2. Tag ein Viertel seines Anfangsgewichtes, er- 
holte sich aber wieder. 

Wir konnten also beobachten, daB unter ganz einfachen Ernihrungs- 
bedingungen von den Shiga-Kruse-Bacillen eine fiir Kaninchen giftige 
Substanz gebildet wird. Dieses Gift ist in alteren, fliissigen Kulturen in 
wechselnder Menge vorhanden, wird bei 60° nicht zerstért und ruft die 
als typisch bekannten Krankheitserscheinungen hervor. Da es mit Anti- 
toxin neutralisierbar ist, so mu es mit dem aus Bouillonkulturen be- 
kannten Dysenterietoxin identisch sein. Damit ist der Nachweis gelungen, 
dab die Bakterien auch bei der Erndhrung mit ganz wenigen einfachen che- 
mischen Korpern Toxin bilden kénnen. 


Erndhrungsphysiologische Versuche an Kolitisbacillen. 

Im AnschluB an die Untersuchung des Shiga-Kruse-Dysenterie- 
Bacillus haben wir einige Versuche mit Kolitisbacillen gemacht; wir 
wollten feststellen, wie weit sie sich in diesen einfachen Naihrbéden von 
den Shiga-Kruse-Bacillen unterscheiden, und wie sie sich untereinander 
verhalten. 


Diese aus Ruhrstiihlen geziichteten Staimme zeigten alle konstanten kulturellen 
Eigenschaften, wie sie in der Arbeit von Braun und Liess') fiir Kolitisbacillen als 
charakteristisch beschrieben sind. Es waren gramnegative unbewegliche Stabchen, 
sie wuchsen auf Nahragar in dichtem, nicht irisierendem Rasen, zeigten auf Loffler- 
serum weder Farbstoffbildung noch Verfliissigung, triibten die Bouillon diffus, 
verfliissigten Gelatine nicht, zeigten in Traubenzucker- und Milchzucker-Schiittel- 
kulturen aerobes und anaerobes Wachstum und keine Gasbildung, bewirkten in 
der Lackmusmolke zuerst Rétung, nach einigen Tagen Bliuung, siuerten den 
Mannit-, aber nicht den Saccharose-Lackmusagar. Schwankend war die Indol- 
bildung und die Maltosespaltung. Wir beniitzten zu diesen Versuchen 6 solche 


1) Braun und Liess, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 88, 1919. 
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Kolitisstamme, welche beziiglich der letztgenannten unbestandigen Eigenschaften 
untereinander verschieden waren, und zwar trafen wir die Auswahl so, da{B in 
dieser Beziehung Stamm | und 2 der Tabelle VI einander gleich, aber den anderen 
gegeniiber verschieden waren, und ebenso Stamm 4, 5 und 6 sich untereinande: 
glichen, sich aber von den iibrigen unterschieden. Zur Agglutination wurden 2 Sera 
beniitzt, die mit ,:néglichst verschiedenen Stimmen (Stamm | und 4) hergestellt 
worden waren. Das serologische Verhalten der hier beniitzten Stémme geht aus 
der Tabelle VI hervor, in der auBerdem ihre unbestandigen Eigenschaften ver 
zeichnet sind. 

Diese Kolitisstimme haben wir in einigen einfachen N&ahrbéden 
geprift, die aus folgenden Griinden von Interesse zu sein schienen: 
Im Milchsiure-Ammoniak - Naihrboden, weil darin von den_ bisher 
besprochenen Bakterien alle zur Ammoniakassimilation befahigten 
Keime gewachsen waren; im Bernsteinsiiure - Ammoniak - Nihrbéden. 
weil sich darin nur die Paratyphus B- und nicht die Typhus-, 
Paratyphus A- und Shiga-Kruse-Bacillen vermehrten; im Apfelsiure 
Ammoniakniihrboden, weil darin ebenfalls nur die Paratyphus 
B-Bacillen tippig, von den Typhus-, Paratyphus A- und Shiga-Kruse- 
Stimmen nur einige und diese sehr schlecht gediehen. AuBerdem 
zogen wir den Citronensiure-Ammoniaknihrboden heran, weil darin 
gerade die Shiga-Kruse-Bacillen gar nicht oder nur einzelne unter be- 
sonderen Bedingungen zum Wachstum kamen, und hierin auch beim Koli- 
bacillus besondere Verhiltnisse zu besprechen sein werden. Weiterhin war 
die Priifung auf Denitrifikation von Interesse. Von den Aminosiuren 


Tabelle VI. 


Versuche iiber die Ernahrungsbediirfnisse der Kolitisbacillen. 
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haben wir nur das Leucin mit Milchsiure zusammen gepriift, da hier- 
mit alle bisher beobachteten ammoniakassimilierenden Stamme gut 
wuchsen, und schlieBlich haben wir die Harnstoffverwertung im Harn- 
stoff-Milchsaure-Nihrboden untersucht, weil auch dabei Unterschiede 
unter den bereits besprochenen Bakterien beobachtet wurden. Wie sich 
die einzelnen Kolitisstimme in diesem Nahrboden verhielten., geht aus 
Tabelle VI hervor. Man sieht. daB drei davon das Ammoniak zu assimi- 
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lieren vermégen, die drei anderen aber nicht. Diese Eigenschaft deckt 
sich weder mit der Indolbildung, noch mit der Maltosevergiirung, ent- 
spricht also weder der alten Bezeichnung Typ Flexner noch Typ Y. 
Das Nitrat vermochte keiner der Stimme zu assimilieren. Im Leu- 
cin-Milchsiure-Nahrboden wuchsen, wie zu erwarten war, die ammoniak- 
assimilierenden Stiimme; denn, wie wir bei der Besprechung der am- 
moniakassimilierenden Typhusbacillen hervorhoben, und es sich bei je- 
der bisher gepriiften Bakterienart bestitigte, ist offenbar die Verwertung 
des Stickstoffs in den einfachen Aminosiuren eine Ammoniakassimi- 
lation. Im Harnstoff-Milchsiurenihrboden sind von den sechs Stimmen 
nur zwei und begreiflicherweise zwei ammoniakassimilierende gewach- 
sen; denn wie wir auch das bereits andeuteten, sind fiir die Vermehrung 
in diesem Nahrboden wahrscheinlicherweise zwei Bedingungen zu er- 
fiillen, 1. miissen die Stimme die Fahigkeit haben, den Harnstoff zu 
spalten, um ihn als Stickstoffquelle beniitzen zu kénnen, und 2. miissen 
sie auch Ammoniak assimilieren kénnen, da wahrscheinlich bei dieser 
Spaltung der Stickstoff als Ammoniak verfiigbar wird. Dementspre- 
chend konnten wir weder friiher noch hier beobachten, das ein am- 
moniaknichtassimilierender Stamm im Harnstoff-Milchsiurenahrboden 
wachst, andererseits finden wir aber unter den ammoniakassimilierenden 
Stimmen, wie z. B. hier, sowohl solche, die sich darin vermehren, wie 
solche, die sich nicht vermehren kénnen. 

Wichtig erscheint uns schlieBlich das Verhalten der drei ammoniak- 
assimilierenden Kolitisstimme in dem Apfelsiure-, Citronensiiure- und 
Bernsteinsiiure-Ammoniaknahrboden. Mit Citronensiure ist zuniichst 
keiner der untersuchten Stimme gewachsen. Die Kolitisbacillen ent- 
sprechen hierin also den Shiga-Kruse-Bacillen und sind mit diesen zu- 
sammen von den Typhus- und Paratyphus-Bakterien verschieden. Dab 
aber dieses Unvermégen, Citronensiure anzugreifen, nichts den Ruhr- 
bakterien als solehen Charakteristisches ist, geht aus spiiteren Versuchen 
mit Colibacillen hervor. Im Apfelsiure-Ammoniaknahrboden waren 
diese ‘drei Kolitisstimme zum Wachstum zu bringen, ebenso wie dies 
unter bestimmten Umstiinden mit einigen Shiga-Kruse-Stimmen ge- 
lang; im Bernsteinsiure-Ammoniaknihrboden aber vermehrten sich nur 
die ammoniakassimilierenden Kolitisbacillen, die ammoniakassimi- 
lierenden Shiga-Kruse-Stimme dagegen nicht. In diesen beiden letzten 
Nahrlésungen und im Milchsiure-Ammoniaknahrboden spielte nun die 
beim Shiga-Kruse-Bacillus bereits erwihnte Beobachtung eine grobe 
Rolle, daB die Keime darin leichter, manche Stéimme sogar tiberhaupt 
nur dann wachsen konnten, wenn man sie nicht vom Nihragar, sondern 
von einem anderen ammoniakhaltigen, mit einer anderen Kohlenstoff- 
quelle versehenen Naihrboden iibertrug. Bei zwei dieser Kolitisstimme 
wurden diese Beobachtungen zuerst gemacht und hier deshalb etwas 
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naiher untersucht. Jeder dieser beiden Staimme (Stamm 1 und 4 der 
Tabelle V1) ergab, wenn die Abimpfung vom Niahragar erfolgte, bei ver- 
schiedenen Versuchsreihen auffillige UnregelmaBigkeiten im gleichen 
Nahrboden und war z. B. im Milchsiure-Ammoniaknahrboden einmal 
zum Wachstum zu bringen, das andere Mal nicht. Von {stamm 4 ha- 
ben wir nun fiinf Kulturen aus isolierten Kolonien einer Nahragarplatte 
gewonnen und jede von diesen in den Milchsiure-Ammoniak-, in den 
Bernsteinsiiture-Ammoniak- und den Apfelsaure-Ammoniaknihrboden 
eingeimpft. Mit Milech- und Bernsteinsiure ist keine dieser fiinf 
Kulturen gewachsen, mit Apfelsiure dagegen drei. Mit jedem dieser 
drei Stimme haben wir nun aus der 2. Passage im Apfelsiure-Am- 
moniak - Nihrboden sowohl einen Milchsiiure-Ammoniak-, wie Bern- 
steinsiure - Ammoniaknahrboden beimpft, in denen dieselbe Kultur 
vom Nahragar ausgehend nicht gewachsen war. Jetzt aber wuchsen alle 
drei sowohl mit Milchsiure wie mit Bernsteinsiiure in Passagen. Diese 
Beobachtung ist nicht nur fiir die Methodik unserer Versuche wichtig 
gewesen, sondern sie war auch biologisch interessant. Wie wir dies be- 
reits bei aihnlichen Versuchen mit Shiga-Kruse-Bacillen angedeutet ha- 
ben, kann man sich hier, wo die Verhaltnisse noch iibersichtlicher liegen, 
diese Beobachtung folgendermaBen erkliren: 

Die Keime haben in diesen drei einfachen Nahrbéden eine doppelte 
Aufgabe : Sie miissen 1. die organische Verbindung spalten, um daraus die 
zum Leben nétige Energie zu gewinnen und ihren Kohlenstoffbedarf zu 
decken, und 2. das Ammoniak zum Aufbau verwenden. Die Notwendig- 
keit, das Ammoniak zu assimilieren, ist in den drei hier in Betracht 
kommenden Nihrbéden die gleiche. Die verschiedenen Kohlenstoffver- 
bindungen machen aber offensichtlich fiir die Verwertung als Kohlenstoff- 
und Energiequelle verschieden grobe Schwierigkeiten. DaB die Fahig- 
keit zur Losung der ersten Aufgabe, zur Ammoniakassimilation, bei den 
einzelnen Keimen desselben Stammes verschieden sein kann, haben wir 
bereits in zahlreichen Fallen beobachtet. Wir nehmen dasselbe hier an. 
Es mag nun diese Ammoniakverwertung um so mehr Keimen gelingen, 
desto leichter die gleichzeitig notwendige Energiegewinnung ist; es tritt 
demnach also in dem Nihrboden am ehesten Wachstum auf, der die leicht 
ausniitzbarste organische Verbindung enthilt. Das ist hier offenbar die 
Apfelsiure. Kommt es nun zur Vermehrung in diesem Nahrboden, so 
reichern sich dabei die zur Ammoniakassimilation befaihigten Keime an. 
Beimpft man nun aus diesem Niahrboden cinen anderen mit schlechter 


ausniitzbarer Kohlenstoffverbindung das ist hier die Milch- und 
Bernsteinsiiure — so werden jetzt Keime tibertragen, die siimtlich der 


ersten Aufgabe gewachsen sind und deshalb die zweite schwierigere 
jetzt mit besserem Erfolg bewiiltigen kénnen, als wenn man vom Nahr- 
agar ausgeht und noch keine Auswahl der zur Ammoniakassimilation 
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besonders befaihigten Keime stattgefunden hat. Ist diese Erklarung 
richtig, so miiBte bei starkster Einsaat vom Nahragar in den Milchsiéure- 
oder Bernsteinsiure-Ammoniaknahrboden auch ohne den Umweg itiber 
den Apfelsiure-Ammoniaknaihrboden eine Anreicherung der zur Milch- 
siiure- resp. Bernsteinsiureverwertung wie zur Ammoniakassimilation 
befihigten Keime stattfinden. Dasjyist auch tatsichlich der Fall. Nach 
massiger Beimpfung dieser beiden Nahrlésungen reicherten sich derartig 
beschaffene Keime ganz langsam an; nach 4 und 10 tigiger Bebriitung 
gelang noch keine Weiterziichtung in diesen Nahrbéden. Am 16. Tag 
aber gliickte es auf diese Weise, sowohl im Milchsiure-Ammoniak- 
wie im Bernsteinsiure-Ammoniaknihrboden hintereinander  gelegte 
Passagen zu erziclen. Damit fand die obige Annahme eine experimen- 
telle Stiitze. Ahnliche Verhiltnisse wurden bei dem Stamm 1 der 
Tabelle VI beobachtet. Bemerkenswert ist, daB z. B. bei den Shiga- 
Kruse-Bacillen nicht die Apfelsiure, sondern die Milchsaiure die best- 
ausniitzbare Verbindung war, und das auch bei den verschiedenen 
Kolitisstimmen in dieser Beziehung unterschiedliche Beobachtungen 
gemacht wurden. Es wird uns durch diese Erfahrungen verstiindlich, 
wieso derselbe Stamm einmal im Milchsiure-Ammoniaknaihrboden gut 
wachsen, das andere Mal keine Vermehrung zeigen kann. 

Wir sehen also, daf auch die zu unseren Versuchen ausgewihlten 
Kolitisstimme in ihrer Faihigkeit, das Ammoniak zu assimilieren, ver- 
schieden sind. Die einzelnen Keime eines Stammes kénnen unterschied- 
liche Anspriiche zeigen, indem nicht alle bei Ammoniak als einziger 
Stickstoffquelle mit derselben Energiequelle auskommen kénnen. Wir 
haben diese Versuche nur zur Erginzung unserer Untersuchung der 
Shiga-Kruse-Bacillen angestellt, und es bedarf der Verwendungsstoff- 
wechsel der Kolitisbacillen einer weiteren, systematischen Bearbeitung. 


IV. Teil. 
Untersuchungen iiber die Ammoniakassimilation einiger weiterer patho- 
gener und saprophytischer Bakterienarten. 

In einer friiheren Ver6ffentlichung') haben wir unter dem Gesichts- 
punkt eines Vergleiches mit Paratyphus B-Bacillen einige weitere teils 
pathogene, teils saprophytische Bakterienarten besprochen. Die da- 
maligen Versuche wurden nur mit je einem bis héchstens drei Staimmen 
angestellt, da es sich dabei lediglich um eine Orientierung iiber die Frage 
handelte, wieweit unter den einzelnen Bakterienarten die Faihigkeit der 
Ammoniakassimilation verbreitet ist. Die gerade in dieser Beziehung be- 
stehenden Schwankungen innerhalb der Art haben wir damals nicht be- 
riicksichtigt. Deshalb muBten auch diese Untersuchungen an einer 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H.3. 1921. 
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groBeren Zahl von Stimmen und mit den inzwischen an anderen Bak- 
terien gemachten Erfahrungen in der Ausfiihrung und Beurteilung der 
Versuche wieder aufgenommen werden. Es wurde die lingere Be- 
briitungsdauer eingeftihrt, die Zahl der Passagen, aus denen auf eine 
dauernde Vermehrungsfaihigkeit in dem betreffenden Nahrboden ge- 
schlossen wurde, erhéht, und nur eine Opalescenz des Nahrbodens, auch 
wenn sie in zahlreichen Passagen auftrat, nicht als zuverliissiges Zeichen 
der alleinigen Verwertung der zugesetzten Stickstoff- und Kohlenstoff- 
quelle angesehen. Auf die Griinde, weshalb auf diese Punkte bei der 
Deutung der Versuche ein besonderes Gewicht gelegt werden mub, 
sind wir bereits in der Besprechung der Methodik (Siehe 1. Mitteilung, 
Seite 233) ausfiihrlich eingegangen. 

Wir haben uns aber bei diesen den Typhus-, Paratyphus-, Ruhr-, 
Colibacillen nicht zugehérigen Arten auch diesmal nur auf die Frage 
der Ammoniakassimilation beschrinkt. 

Von Friedlinder-Bacillen haben wir zu den zwei friiher beniitzten 
noch drei weitere Stamme daraufhin gepriift, ob sie im Milchsaéure-Am- 
moniaknihrboden wachsen konnten, und es stellte sich heraus, da} sich 
alle untersuchten Stimme dieser Art, so wie es auch beim Paratyphus 
B- und den spiter zu besprechenden Colibacillen der Fall ist, unter 
diesen einfachen Ernaihrungsbedingungen dauernd vermehren kénnen. 
Die einzelnen Stimme waren dabei in ihrer Wachstumsgeschwindigkeit 
verschieden. 

Die Reihe der pathogenen Keime haben wir mit den Choleravibrionen 
abgeschlossen. Diese hat bereits Voges!) auf asparaginhaltigen kiinst- 
lichen Nahrbéden und Kisch?) mit Ammoniak, Weinsiure und Trauben- 
zucker geziichtet. Wir haben zu diesen Versuchen vicr kulturell und sero- 
logisch typische Cholerastiimme und zwei Kulturen des Vibrio Metschni- 
koff beniitzt. Friiher hatten uns nur eine Cholera- und eine Metschnikoff- 
Kultur zur Verfiigung gestanden, und wir hatten ernihrungsphysiolo- 
gische Verschiedenheiten dieser beiden Vibrionen beobachtet, indem 
die ersteren im Milchsiure-Ammoniakniihrboden wuchsen, die letzteren 
nicht zu wachsen vermochten. Jetzt ist es also unsere Aufgabe, festzu- 
stellen, ob eine derartige Unterscheidung auch nach der Untersuchung 
einer grOBeren Anzahl von Stimmen aufrecht zu halten ist; und das 
war nicht der Fall. Von den vier Cholerastimmen konnte sich keiner 
dauernd jm Milchsiure-Ammoniaknahrboden vermehren; zwei davon 
zeigten gelegentlich nach der ersten Beimpfung vom Nahragar geringe 
Vermehrung, doch lieBen sich Passagen nicht gewinnen. Einer und zwar 
der in den friiheren Versuchen beniitzte Stamm zeigte manchmal gat 
keine Vermehrung, manchmal wuchs er im Milchsiure-Ammoniaknahr- 


1) Voges, Zentralbl]. f. Bakteriol. usw. 15. 1894. 
*) Kisch, |. ¢. 
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boden zunichst kraftig heran, fiihrte auch in der zweiten Passage noch 
zu einer Triibung, stellte aber regelmabig in der dritten oder vierten sein 
Wachstum ein. Ein letzter Stamm war iiberhaupt nicht zum Anwachsen 
zu bringen. Und ebensowenig vermochten die beiden Kulturen des 
Vibrio Metschnikoff unter diesen Verhiltnissen zu gedeihen. Ganz die 
gleichen Beobachtungen konnten wir mit drei Cholera- und zwei Met- 
schnikoff-Kulturen machen, wenn wir, wie es in einem Versuche geschah, 
im Milchsiure-Ammoniaknihrboden die Milchsiure durch Apfelsiure 
oder Citronensiiure oder Glycerin ersetzten. Wenn es auch gelegentlich 
zu anfanglicher Vermehrung kam, lieBen sich doch nie mehrere Passagen 
erzielen. Auch das Nitrat konnten vier gepriifte Cholerastimme im 
Milchsaure-Nitratnaihrboden nicht als einzige Stickstoffquelle verwerten. 
Im Asparaginsiiure- und im Leucin-Milchsiurenihrboden sind in einem 
Versuche drei Cholerastiimme nicht gewachsen. Aber eine darin gepriifte 
Kultur des Vibrio Metschnikoff konnte sich in Passagen vermehren. 
Wir erwihnen diese Beobachtung aus einem besonderen Grund. 
Nach den Erfahrungen an den iibrigen untersuchten Bakterienarten 
sind wir zu der Annahme gekommen, da® die Verwertung dieser beiden 
Aminosiuren ihrem Wesen nach eine Ammoniakassimilation ist, denn 
nur ammoniakassimilierende Stimme haben ihren Stickstoffbedarf aus 
diesen Aminosiiuren decken kénnen, und die Ausniitzbarkeit der Amino- 
siuren durch die einzelnen Bakterienarten zeigte deutliche Beziehungen 
zur Verwertung der entsprechenden organischen Saiuren ohne die Amino- 
gruppe. Der Vibrio Metschnikoff konnte aber in ammoniakhaltigen 
Nahrbéden nicht wachsen, dagegen mit diesen beiden Aminosiuren, 
wenn Milchsiure verfiigbar war. Zuniachst war zu bedenken, da hier 
ja zwei Kohlenstoffquellen, die Milchsiure und die Kohlenstoffkette der 
Aminosiure vorhanden sind, wihrend im Milchsiure-Ammoniaknahr- 
boden nur eine Kohlenstoffverbindung vorhanden ist. Wir versuchten 
also, denselben Stamm in einem Milchsiure-Ammoniaknihrboden, dem 
als zweite gut ausniitzbare Energiequelle 0,3°,, Traubenzucker zugesetzt 
war, zum Wachstum zu bringen. Dies gelang aber nicht. Dadurch 
schien also unsere Auffassung, daf} auch bei der Verwertung der oben 
genannten Aminosiuren eine Ammoniakassimilation statthat, wider- 
legt zu sein. Wenn man aber diese im aminosiurehaltigen Nihrboden 
aufgewachsenen Keime in einen Milchsiure-Ammoniaknihrboden mit 
0,3°, Traubenzucker iibertrug, so konnten sie sich jetzt darin vermehren, 
wahrend sie nach der Beimpfung von Nihragar darin nicht wuchsen. Im 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden ohne Traubenzucker vermochten abet 
auch diese aus dem aminosiurehaltigen Niihrboden iibertragenen Keime 
nicht zu wachsen. Es gibt also unter den Keimen dieses Vibrio Met- 
schnikoff auch solehe, welche unter besonderen Bedingungen zur Am- 
moniakassimilation befahigt sind. Noch ausgesprochener, wie wir das 
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schon bei den Shiga-Kruse- und Kolitisbacillen beobachten konnten, sehen 
wir hier, da das Vermégen der Ammoniakassimilation, wenn es in ge- 
ringem Mabe ausgebildet ist, nur dort in die Erscheinung tritt, wo die 
sonstigen Ernihrungsverhiltnisse besonders giinstig sind. Und das ist 
hier in den aminosaurehaltigen Nahrbéden der Fall. Dort reichern sich 
die wenigen zur Ammoniakassimilation befahigten Keime an, so dal 
diese ausgewihlten Individuen jetzt auch unter ungiinstigeren Verhalt- 
nissen nach Ubertragung in andere ammoniakhaltige Nihrbéden zu 
wachsen vermégen. Dabei zeigt sich, wie verschieden die Anspriiche der 
Bakterien sind, um die Ammoniakassimilation vollbringen zu kénnen. 

Bei zwei Cholerastimmen haben wir nach der bei anderen Bakterien- 
arten erprobten Methode versucht, aus ihnen ammoniakassimilierende 
Kulturen zu gewinnen. doch ist uns die Anreicherung solcher zur 
Ammoniakassimilation befahigten Keime nicht gegliickt. Woran es liegt. 
daB einer unserer Cholerastimme in friiheren Versuchen im Milchsaure- 
Ammoniaknihrboden wuchs, spiter dagegen nicht mehr, haben wir ex- 
perimentell nicht aufkliren kénnen. Moéglich ist, dab es unter den Cho- 
lerastiimmen, so wie dies ja auch Kisch mitteilt, ammoniakassimilierende 
gibt und auch die Cholerabacillen in dieser Beziehung verschiedene 
Fahigkeit zeigen kénnen. Aus solchen ammoniakassimilierenden Kul- 
turen kénnten, wie uns die eigenen und die von van Loghem mitgeteilten 
Erfahrungen an Typhusbacillen lehren, gelegentlich ammoniaknicht- 
assimilierende Stimme entstehen. 


Proteusbacillen. 

Ganz ahnlich liegen die Verhialtnisse bei Proteusbacillen. Von diesen 
haben wir 9 Stiémme untersucht, darunter den X,- und den X,9- Bacillus 
(Weil und Felix). Schon in den friiher mitgeteilten Versuchen mubten 
wir das schlechte und langsame Wachstum im Milchsiure-Ammoniak- 
nihrboden und das Ausbleiben der Vermehrung in der dritten oder 
vierten Passage betonen; nach Zusatz von Sulfat waren uns aber zahl- 
reiche Passagen gelungen. Bei den jetzigen ausgedehnteren Versuchen 
haben wir andere Erfahrungen als bei den friiheren, orientierenden Ver- 
suchen gemacht. 

Alle neun Stimme verhielten sich gleich. Sie sind nach der Einsaat 
vom Niahragar im Milchsiure-Ammoniaknahrboden bei einigen Ver- 
suchen gar nicht angewachsen, bei anderen haben sie sich zunachst 
recht kraftig vermehrt, so da eine ziemlich dichte Triibung auftrat ; 
mehr wie drei Passagen sind uns aber nicht gelungen, meistens fehlte 
das Wachstum schon in der zweiten. Auch nach Zusatz von 0,005°, 
Magnesiumsulfat und Spuren von Calciumchlorid und Eisensulfat waren 
sie darin nicht weiter ziichtbar. Das bei allen Stimmen beobachtete 
schwankende Verhalten in der anfanglichen Vermehrung bei mehr- 
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maligen, unter gleichen Bedingungen vorgenommenen Versuchen lieB 
uns in Analogie zu den Verhaltnissen bei Typhus- und Shiga-Kruse- 
Bacillen daran denken, dal} auch hier die einzelnen Keime desselben 
Stammes verschiedene Fahigkeiten aufweisen und einmal mehr, einmal 
weniger von Keimen bestimmter Befahigung in die Nahrbéden einge- 
impft worden war. Aber auch nach massiger Einsaat, wobei also auch 
solche in geringer Zahl vorhandene Keime sich hatten bemerkbar machen 
miissen, haben wir keine dauernd im Milchsiure-Ammoniaknihrboden 
wachsende Kultur gewinnen kénnen. Stach man zehn isolierte Kolo- 
nien von einer Endoagarplatte eines solechen Stammes ab, so zeigte jede 
von diesen Kulturen das einmal auftretende, einmal fehlende anfing- 
liche Anwachsen im Milchsiiure-Ammoniaknaihrboden, wobei manch- 
mal ein, zwei oder drei Passagen gelangen, ohne dal} jedoch die Keime 
in diesem Nihrboden beliebig fortziichtbar waren. Diese Beobachtun- 
gen und den Widerspruch mit friiher mitgetcilten Versuchen méchten 
wir bei diesen mit starken tryptischen Fermenten ausgestatteten Kei- 
men folgendermaBen erkliren: Die Proteusbacillen kénnen sich nach 
der Ubertragung von Nihragar, wie dies bei allen Bakterienarten vor- 
kommen kann, im einfachen Nihrboden ein wenig auf Kosten der mit- 
iibertragenen geringen Niahrstoffmengen vermehren, sich dann dank 
ihrer Fermente durch Verdauung der abgestorbenen Bakterien Nahr- 
material verschaffen, so daB also ihre Vermehrung bei weiterer Bebrii- 
tung immer mehr zunimmt; es brauchen also nicht allein die als Stick- 
stoff- und Kohlenstoffquelle in den einfachen Nahrboden eingebrachten 
bekannten Stoffe zu sein, welche hier das Wachstum bedingen. Da nun 
bei diesen Bakterien, um Passagen zu gewinnen, 6—8 Osen in die neu zu 
beimpfenden 4 ccm Fliissigkeit tibertragen werden muBten, so konnte es 
vorkommen, da dabei so viel abgebaute Leibesbestandteile mit den 
Bakterien in die neu beimpfte Passage iibertragen wurden, da es wie- 
derum zu einem geringen Wachstum kam. Wir miissen also gerade 
bei diesen, ein EiweiBferment produzierenden Bakterien in der Deutung 
der Beobachtungen ganz besonders vorsichtig sein und aus dem Auf- 
treten ganz geringen, wenn auch in Passagen fortfiihrbaren Wachstums, 
nicht, wie wir das friiher, als unsere Erfahrungen noch viel geringer 
waren, taten, darauf schlieBen, daB es hier nur die dem Nahrboden in 
bekannten Mengen zugesetzten Nihrstoffe sind, die dieses geringe Wachs- 
tum unterhalten. 

Ist die Bernstein-, Apfel-, oder Citronensiure die Kohlenstoff- und 
Ammoniak die Stickstoffquelle, so waren mit diesen Proteusstammen 
die gleichen Beobachtungen wie im Milchsiure-Ammoniaknahrboden 
zu machen. Auch im Milchsiure-Nitratnihrboden trat keine dauernde 
Vermehrung auf. Im Alanin-Milchsiure-, besonders aber im Leucin- 
Milchsiurenihrboden wurde das Wachstum nach der Beimpfung vom 
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Nihragar sehr tippig, so daB eine dichte Triibung der Nahrfliissigkeit 
entstand, und doch sind auch hier keine Passagen gelungen. Wir halten 
uns also nach den eben besprochenen Versuchen nicht mehr fiir berechtigt, 
den Proteusbakterien unter den beschriebenen Erndhrungsverhaltnissen dic 
Fihigkeit der Ammoniakassimilation zuzusprechen. 

Vom Bacillus faecalis alealigenes haben wir weitere fiinf Stimme ge- 
prift, und es stellte sich heraus, daB einer von ihnen und die zwei friiher 
gepriiften im Milchsiure-Ammoniaknahrboden wuchsen, die vier anderen 
dagegen nicht. Wir haben also jetzt auch hier festzustellen, dab es, wie 
bei Typhus-, Paratyphus A- und Shiga-Kruse-Bacillen ammoniakassimi- 
lierende und ammoniaknichtassimilierende Stimme gibt. 

Und schlieBlich kommen wir auf den Bacillus pyoeyaneus zu sprechen. 
Seine Ernihrungsbediirfnisse haben wir in unserer friiheren Veréffent- 
lichung im Gegensatz zu den zuletzt besprochenen vier Bakterienarten 
ausfiihrlich dargestellt, so daB wir dies hier nicht wiederholen. Wir haben 
nur einen Stamm untersucht. Er diente uns als Beispiel eines ganz 
besonders anspruchslosen Bacteriums von erstaunlich weitreichen- 
den und verschiedenartigen Fahigkeiten. Mit der Befahigung, so 
komplizierte Kérper wie das EiweiB durch seine Fermente anzugreifen, 
vereint er die weitgehendsten synthetischen Leistungen aus den ein- 
fachsten Verbindungen. Auch in vielen in dieser Arbeit beniitzten 
Niahrbéden zeigte er diese Vielseitigkeit. Er ist in der Stickstoffassi- 
milation allen anderen bisher besprochenen Bakterienarten tiberlegen, 
denn er kann sehr gut sowohl aus Ammoniak wie aus Nitrat seinen 
Stickstoffbedarf unter den Bedingungen dieser einfachen Nahrbéden 
decken. Auberdem aber vermag er auch sehr einfache Substanzen als 
Kohlenstoff- und Energiequelle zu beniitzen. So zeigte er im Gegensatz 
zu den anderen besprochenen Arten im Ameisensiure-Ammoniaknahr- 
boden noch eine, wenn auch kiimmerliche Vermehrung, er konnte sogar 
in einem Carbonat-Ammoniaknahrboden etwas wachsen. Wir wollen es 
nicht unterlassen, beziiglich dieser letzten Beobachtung unsere in der 
Deutung der Tatsache allmaihlich gewonnenen Erfahrungen anzuwen- 
den. Die Zusammensetzung des Ameisensiture-Ammoniaknahrbodens ist 
oben!) angegeben, die des Carbonat-Ammoniaknihrbodens war: 0,5°, 
Kochsalz, 0,2°,, Kaliumbiphosphat, 0,5°,, Ammoniumsulfat und 0,42°, 
Natriumcarbonat oder 0,5°, Kochsalz, 0,2°, Kaliumbiphosphat und 
0.6%, Ammoniumearbonat. Im Ameisensiure-Ammoniaknihrboden 
wachst unser Pyocyaneus sehr langsam, aber zu deutlicher Tribung und 
unter gelegentlicher Farbstoffbildung heran. Mit steigender Passagen- 
zahl wird das Wachstum etwas schneller. Im Carbonat-Ammoniak- 
nihrboden ist die Vermehrung nur sehr gering. Sie fiihrt nach etwa einer 
Woche nur zur Opalescenz des Nihrbodens, doch ist sie in Passagen 


1) Siehe I. Mitteilung in dieser Zeitschrift. I. Teil c). 
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fortfiihrbar. Wir haben friiher diese immer wieder gemachte Beobach- 
tung dahin gedeutet, daB sich der Pyocyaneus allein aus Carbonat und 
Ammoniak, wenn auch diuberst diirftig, vermehren kann. Es handelt 
sich auch hier, wie bei Proteus- und auch bei Cholerabacillen, um ein mit 
starken tryptischen Fermenten versehenes Bacterium; deshalb méchten 
wir nach den Erfahrungen mit diesen Bakterien wegen der auch hier 
notwendigen reichlichen Beimpfung einer Passage aus der anderen die 
Moglichkeit offen lassen, da} auBer dem Carbonat und Ammoniak noch 
die jedesmal mitiibertragenen Stoffwechselprodukte und abgebauten 
Leibesbestandteile toter Bakterien fiir dieses zwar in Passagen fort- 
fiihrbare, aber immer nur sehr diirftige Wachstum in Betracht kommen; 
denn wir konnten nachweisen, da auch unter den Verhaltnissen dieser 
einfachen Nahrbéden, z. B. des Milchsiure-Ammoniak- und Ameisen- 
siure-Ammoniaknihrbodens Ferment gebildet wird. Nach Abtétung 
solcher Kulturen durch Ather und Abzentrifugieren der Bakterienleiber 
verfliissigte diese sterile Fliissigkeit die Gelatine. 


V. Teil. 
Die Ernihrungsbediirfnisse des Colibaecillus. 

Wir haben schlieBlich als letzten den Colibacillus in seinen Er- 
nihrungsbediirfnissen systematisch untersucht. Denn seine bekannten 
ernihrungsphysiologischen Beziehungen zu den pathogenen Paratyphus-, 
Typhus- und Ruhrbakterien lieben einen Vergleich ihrer Fihigkeiten 
mit denen des Colibacillus nicht unwichtig erscheinen, Fanden wir unter 
diesen pathogenen Keimen in der verschiedenen Befahigung der einzel- 
nen Stimme und Keime etwas komplizierte Verhiltnisse, so sind diese 
bei den Colibacillen viel einfacher. 

Es wurden sechs typische, indolbildende Colistamme untersucht ; 
drei davon priiften wir in jedem der weiter unten besprochenen Nahr- 
béden; zeigten sich dabei in einem Nahrboden Unterschiede gegentiber 
dem Paratyphus B-Bacillus, so wurden auch die drei anderen Stamme 
zur Untersuchung herangezogen. 

Im Ameisensiure-Ammoniaknihrboden fehlte jede Vermehiung der 
Colibacillen. Dagegen vermochten sie im Essigsiiture-Ammoniaknahr- 
boden ahnlich wie die Paratyphus B-Bakterien und im Gegensatz zu den 
Typhus- und Shiga-Kruse-Bacillen in Passagen zu wachsen. Es dauerte 


zwar mehrere Tage, gelegentlich sogar eine Woche, bis es darin zu sicht- 
barer Vermehrung kam, doch fiihrte diese zu einer kraftigen Triibung 
des Niahrbodens. Im Oxalsiiture-Ammoniaknaihrboden war ebenfalls 
ein Wachstum zu beobachten. Doch traf dies einmal nicht fiir alle 
Stiimme zu, dann aber kam es dabei nur zu einer Opalescenz des Nahr- 
bodens. Passagen waren schwer zu erzielen und nur bei jedesmaliger 
Ubertragung von 6—8 Osen. Wir méchten deshalb entsprechend den 
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bei den Ausfiihrungen iiber die Methodik dargelegten Uberlegungen 
nicht als gesichert hinstellen. ob hier wirklich allein die Oxalsiure und 
das Ammoniak beniitzt werden, sondern wir miissen bei dieser schwa- 
chen Vermehrung und bei der zur Gewinnung von Passagen not wendigen 
reichlichen Einsaat von einem Kélbchen in das andere damit rechnen, 
dafS dabei moéglicherweise die jedesmal mitiibertragenen Stoffwechsel- 
produkte der Keime die geringe Vermehrung mit veranlassen kénnen. 
Im Milchsiure-Ammoniaknihrboden dagegen wuchsen alle sechs Coli- 
stimme gut und schnell, allerdings meist nicht so tippig, wie die Para- 
typhus B-Bacillen. Es ist auffillig, wie sich gerade dieser Nahrboden im 
Gegensatz zu anderen aihnlichen Nihrlésungen dadurch auszeichnet, daB 
fast alle ammoniakassimilierenden Stiimme jeder untersuchten Bakterien- 
art darin zu wachsen vermochten. Im Bernsteinsiiure-Ammoniaknihr- 
boden vermehrten sich die Colistimme. Wir erinnern daran, dab sich ge- 
rade dadurch die Paratyphus B-Stiimme von den ammoniakassimilieren- 
den Typhus-, Paratyphus A- und Shiga-Stimmen unterschieden haben, 
dafS sie in diesem Nahrboden gediehen. Die Apfelsiure, die ja fiir alle 
untersuchten Bakterienarten besser verwertbar als die Bernsteinsiure 
war, ist auch fiir die Colibacillen, wie fiir die Paratyphus B-Bacillen 
ein guter Naihrstoff, so daB sie sich im Apfelsiure-Ammoniaknihrboden 
rasch und tippig vermehren konnten. Was das Wachstum im Wein- 
siure-Ammoniaknihrboden betrifft, so liegen hier die Verhaltnisse ge- 
rade wie beim Paratyphus B-Bacillus, und wir befinden uns in dem- 
selben Widerspruch zu Pesch!), wie wir das bereits dort besprochen haben. 
Die Vermehrung der Colibacillen war minimal und es gelangen uns iiber- 
haupt keine Passagen, weder mit 0,5°,, noch mit 1°, weinsaurem Na- 
trium, noch mit 0,54°,, weinsaurem Kalium, wihrend Pesch seinen aller- 
dings agarhaltigen Nahrboden als Beispiel besonders guten Wachstums 
der Colibacillen und tibereinstimmenden Verhaltens mit Paratyphus B- 
Bacillen beniitzt. Im Citronensiure-Ammoniaknihrboden zeigten die 
Colibacillen ein auffilliges Verhalten; hier stimmen unsere Versuche im 
wesentlichen mit denen von Pesch iiberein, der auf diese Be- 
sonderheit der Colibacillen aufmerksam gemacht hat. |Siehe auch 
C’. Wagner?)|. Auch unter den von uns gewahlten einfachen Ernihrungs- 
bedingungen konnten die meisten Colistimme die Citronensiiure nicht 
als Kohlenstoffquelle beniitzen, wihrend Ciese Verbindung den Para- 
typhus B-Bacillen ganz besonders gutes Wachstum erlaubt. Drei Coli- 
stimme waren darin tiberhaupt nicht zur Vermehrung zu bringen, einer 
bewirkte eine ganz geringfiigige allmahlich auftretende Triibung des 
Nahrbodens, war aber nicht darin fortziichtbar, zwei andere vermehrten 
sich zwar auBberst langsam, aber schlieBlich doch in betrichtlichem 
1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86. 1921. 
*) Zeitschrift f. Hyg. u. Infektionskrh., Bd. 990. 
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MaBe, und lieBen sich in vielen Passagen weiterziichten, wobei allmah- 
lich das Wachstum schneller und kraftiger wurde; allerdings gelang es 
nicht bei jedem Versuch, diese Stémme zum Anwachsen zu _ bringen. 
Auch auf einem festen agarhaltigen Niahrboden von der durch Pesch 
angegebenen Zusammensetzung wuchsen die meisten Stimme in 3—S 
Tagen in feinsten, nur mit der Lupe sichtbaren Kolonien, wie sie nach 
gleichlanger Bebriitung auf demselben Nahrboden ohne Zusatz irgend- 
einer Kohlenstoffquelle ebenfalls zu sehen waren; die beiden in fliissigem 
Citronensiure-Ammoniaknahrboden wachsenden Staéimme aber zeigten 
auf ebensolchem agarhaltigem Nahrboden schon nach wenigen Tagen 
einen ohne Lupe sichtbaren feinen Rasen, von welchem aus sich beson- 
ders leicht Passagen in fliissigem Nahrboden gleicher Zusammensetzung 
gewinnen lieben. Doch lagen die Verhialtnisse hier offensichtlich anders als 
bei den ammoniakassimilierenden Typhusbacillen, bei denen ja in allen 
untersuchten Stimmen nur einzelne Keime zur Verwertung von Citro- 
nensiure und Ammoniak befaihigt waren und dementsprechend nur ein- 
zelne isolierte groBe Kolonien auf dem dicht beimpften Citronensiure- 
Ammoniak-Agarnahrboden auftraten, wihrend hier bei den Citronen- 
siure verwertenden Colistimmen die ganze Oberfliiche des Schrig- 
rohrehens gleichmaBbig mit feinen Kolonien besetzt war. 

Kine Entwicklungshemmung durch Citronensdure liegt bei den in 
diesem Nahrboden nicht wachsenden Stéimmen nicht vor, sondern die 
Vermehrung bleibt aus, weil die Colibacillen die Citronensaiure nicht an- 
greifen kénnen. Denn fiigte man dem Citronensiure-Ammoniaknahr- 
boden 0,05°,, Traubenzucker zu, so trat schnelles Wachstum auf. Dieses 
wurde trotz der geringen Traubenzuckermengen nach 2 Tagen schon so 
iippig, da man sich fragen muBte, ob vielleicht bei Gegenwart einer 
zweiten als Energiequelle dienenden Kohlenstoffverbindung die Citro- 
nensiure doch angegriffen wird und nur dann unverwertbar ist, wenn 


sie die einzige Kohlenstoff- und Energiequelle darstellt. Wir haben aber 


dafiir keinen Anhaltspunkt gewinnen kénnen, denn derselbe Nahr- 
boden mit 0,05°, Traubenzucker erlaubte auch ohne Citronensaure 
ein gleich schnelles Wachstum der Colibacillen, als wenn sie zugegen war. 
Es besteht also die Beobachtung von Pesch insoweit zu Recht, daB ein 
Teil der Colistémme in einem Citronensiiure-Ammoniaknahrboden nicht 
zu gedeihen vermag; doch gibt es auch solche mit geringem, aber dauern- 
dem Wachstum. Durch diese Eigentiimlichkeit unterscheidet sich der 
Colibacillus von Paratyphus B- und den ammoniakassimilierenden 
Typhusstimmen. Die Citronensiure ihrerseits erhalt gegeniiber der Milch-, 
Bernstein- und Apfelsiure eine Sonderstellung, ahnlich wie wir dies 
bei den Shiga-Kruse-Stémmen sahen. Und die gleiche Besonderheit, 
die fiir den Colibacillus der Citronensiure zukommt, besitzt die Bern- 
steinsiiure fiir die Typhusbacillen. Die Notwendigkeit erhéhter Sauer- 
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stoffzufuhr weist darauf hin, daf Oxydation beim Stoffwechsel in diesen 
Nahrbéden eine besondere Rolle spielten. Doch handelt es sich offen- 
sichtlich bei Assimilation dieser verschiedenen organischen Sauren nicht 
allein um Oxygationen, sondern um komplizierte Vorginge, die von 
einer Bakterienart vollzogeh werden k6nnen. von einer anderen aber 
nicht. 

Im Glycerin-Ammoniaknihrboden sind die gepriiften Colistimme 
ebenso gut wie die Paratyphus B-Bazillen gewachsen, auch hier gelangen 
trotz der starken Siurebildung die Passagen. Und schlieBlich war das 
Verhalten gegeniiber Arabinose von Interesse, da in dieser Beziehung 
die Paratyphus B-Bacillen allein den Typhus-, Paratyphus A- und 
Shiga-Kruse-Bacillen gegentiberstehen. Es stellte sich heraus, dab auch 
die Colibacillen im Arabinose-Ammoniaknaihrboden wie die Paratyphus 
B-Bakterien schnell und tppig und unter Saiurebildung wuchsen. 

Das Nitrat als einzige Stickstoffquelle konnte von den meisten Coli- 
stimmen nicht assimiliert werden; sie zeigten wohl im Milchsiure-Nitrat- 
nihrboden gelegentlich in den ersten zwei Passagen eine ganz unbedeu- 
tende Vermehrung, waren aber nicht weiter fortziichtbar. Nur ein 
Stamm zeigte ein langsames, in Passagen fortfiihrbares Wachstum. 
Auch hierin ist also das Verhalten der Colibacillen dem der Paratyphus 
B-Bakterien durchaus ahnlich. Wurde die Milchsiiure in diesem Nahr- 
boden durch Traubenzucker oder Glycerin ersetzt, so fiihrte auch dies 
nicht zu dauernder Vermehrung der Colistimme. Im Citronensiure- 
Nitratnihrboden trat natiirlich erst recht kein Wachstum auf. Es ist 
dies wegen der spiiter zu besprechenden Versuche mit Paracolibacillen 
wichtig. 

Bei der Verwertung der Aminosiuren zeigten sich ebenfalls keine 
wesentlichen Verschiedenheiten zwischen Coli- und Paratyphus B-Bak- 
terien. Mit 0,5°, Glykokoll oder 0,1°,,Tyrosin als einzig verfiigbarer Stick- 
stoff- und Kohlenstoffquelle konnten unsere Stamme nicht gedeihen. Mit 
Leucin trat ein sehr schwaches Wachstum in Passagen auf. Die Versuche 
wurden mit dem Leucinpriiparat angestellt, mit dem auch die meisten 
Paratyphus B-Stimme ohne Milchsiurezusatz wuchsen (vgl. S. 255). 
Sobald 0,5 °, Natriumlactat als zweite Energiequelle hinzutrat, wurden 
diese drei Aminosiituren gut ausgeniitzt. Mit 05°, Alanin und 0,5°,, 
Asparaginsiiure wurde auch ohne Milchsiure gutes Wachstum beobach- 
tet. Mit Tryptophan wuchs der Colibacillus aber schlechter als mit der 
gleichen Menge Alanin und nicht besser als die Paratyphus B-Bacillen, 
trotzdem er als Indolbildner das Indolalanin weitgehender spalten kann. 
Erst nach Milchsiiturezusatz kam es im Tryptophannahrboden zu kraf- 
tigem Wachstum. Unterschiede in der Starke der Vermehrung waren 
auch beim Colibacillus unter den verschiedenen uns zur Verfiigung 
stehenden Tryptophanpraparaten zu bemerken. 
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Tabelle 
Die Verwertung verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoffquellen durch Colibacillen. 








Milch- 
siure 





Milch- 
sdure | jg. ASPa 1.4. | siure 
nin 


Milch- Milch- 
siure Glyko- 


Ara- 
binose 


Citronen- Gly- 
| séure cerin 


Wein- 
sdiure 


Apfel- 
siure siure 


Bernstein- 


Milch- 
siure 


sdure 


Oxal- 


Essig- 
siure 





“ 
= 

5 

3 
2 

25 
£5 
=< 





Leu- | Harn- 


cin 


séure 


Glyko- 


koll 


stoft 


cin 


koll 


Ammo- Ammo-| Ammo- Ammo- Ammo- ,, 
zi Nitrat 


Ammo- 


10- 






An 


Ammo- 


Ammo- 


Stickstoff- 





,Ammo- 


niak niak niak 


niak 





niak niak niak niak niak 


niak 


quelle 


0 


Stamm 1 


Stamm 2 





0 


Stamm 3 


0 


Stamm 4 


Zeichenerklarung wie Tabelle IV. 
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SchlieBlich konnte der Colibacillus im 
Harnstoff-Milchsiurenihrboden wie die 
Paratyphus B-Bacillen und die meisten 
ammoniakassimilierenden Typhusstimme 
kraftig gedeihen. Auch diese Feststellung 
verdient in Riicksicht auf das Verhalten 
mancher Paracclibacillen Beachtung. 

Die folgende Tabelle VII gibt einen 
Uberblick iiber die wichtigsten, eben be- 
sprochenen Resultate ; sie enthalt eine Aus- 
wahl der untersuchten Staémme. 

Mit den Paracolibacillen haben wir 
nur Versuche gemacht, um zu_priifen, 
ob sie in ihren prinzipiellen ernihrungs- 
physiologischen Eigenschaften mit dem 
Colibacillus tibereinstimmen. Bekanntlich 
stellen sie ja keine einheitliche Bakterien- 
art, sondern eine Gruppe verschiedener 
Mikroorganismen dar; gemeinsam ist 
ihnen, dab sie als gramnegative, zum Teil 
bewegliche Stabchen aus Traubenzucker 
reichlich, aus Milchzucker kein Gas bilden, 
Milch nicht koagulieren, Gelatine und 
Loffler-Serum nicht verfliissigen; Indol- 
bildung, Verhalten in Lackmusmolke, 
Spaltung von Mannit, Maltose und Saccha- 
rose schwanken. Es war nicht unsere 
Absicht, systematisch die Ernahrungs- 
bediwfnisse dieser nicht einheitlichen, 
unter dem Namen der Paracolibacillen 
zusammengefabten Bakterien zu unter- 
suchen, sondern wir wollten uns nur davon 
iiberzeugen, ob sie in den in unseren 
kiinstlichen Nahrbéden fiir Colibacillen 
charakteristischen Eigenschaften mit 
diesen tibereinstimmen. Wir haben des- 
halb sechs untereinander verschiedene 
Paracolistimme ausgewihlt, von denen 
drei Indol bildeten, die drei anderen nicht, 
die aber auch sonst untereinander ver- 
schieden waren. Die kleine Tabelle VIII gibt 
iiber ihr Verhalten in den gebriiuchlichen 
Laboratoriumsnihrbéden Auskunft. 
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Tabelle VIII. 
Das Verhalten verschiedener Paracolistimme in einigen einfachen, 
kiinstlichen Nahrbéden. 
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Auch in den einfachen kiinstlichen Nihrbéden zeigten diese Stimme 
untereinander bedeutende Verschiedenheit. Alle sechs wuchsen sehr gut 
im Milchsiiure-Ammoniaknahrboden, waren also imstande, Ammoniak 
zu assimilieren. Unsere Untersuchungen bezogen sich nun auf die Ver- 
wertung der Citronensiure, des Nitrats und des Harnstoffes unter den- 
selben Bedingungen, wie dies fiir die Colibacillen gepriift worden ist. 
Wie ebenfalls aus der Tabelle VIII hervorgeht, wuchsen einige von ihnen 
(Stamm 3, 4, 5, 6) im Citronensiure-Ammoniaknaihrboden; sie konnten 
sich darin sehr schnell und tippig vermehren und waren darin also von 
den Colibacillen verschieden, von denen ja die meisten Stimme gar 
nicht, andere nur sehr langsam und sehr diirftig gedeihen konnten. 
Auch zur Nitratassimilation sind einige dieser Paracolistimme (Stamm 
4, 5, 6) befahigt. Sie waren im Milchsaure-Nitratnahrboden in Passagen 
ziichtbar, wahrend die Colibacillen darin meist tiberhaupt kein, selten 
nur ein ganz schwaches Wachstum zeigten. Da dies gerade die citronen- 
siureverwertenden Paracolistimme waren, so wuchsen sie auch im 
Citronensiure-Nitratnihrboden, in dem wir keinen Colistamm zum 
Wachstum bringen konnten. Und schlieBlich fehlte manchen Paracoli- 
stimmen (Stamm | und 3) die Fahigkeit, den Harnstoff unter den Ver- 
haltnissen dieser einfachen Niaihrbéden zu spalten und als Stickstoff- 
quelle zu benutzen, denn sie vermochten im Harnstoff-Milchsiurenihr- 
boden im Gegensatz zu den Colibacillen nicht zu wachsen. Wir konnten 
nicht beobachten, daB irgend welche der in diesen Versuchen gepriiften 
Kigenschaften miteinander verkniipft sind: die indolnegativen Stiimme 
(4, 5, 6) konnten zwar alle drei Citronensiure angreifen, aber auch ein 
indolpositiver Stamm (3); unter den indolpositiven gibt es harnstoff- 
spaltende und nichtspaltende Stimme; betrachten wir die Nitrat- 
assimilation, so haben die drei in der Tabelle enthaltenen, kein Indol 
bildenden Stimme (4, 5, 6) samtlich im MilchsAure- und auch im 
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Citronensiure-Nitratnihrboden wachsen kénnen. Da zwei von diesen 
(Stamm 4, 5) auBerdem die Lackmusmolke blauten und Milchzucker 
nicht vergiren konnten, so ahnelten sie den Paratyphus B-Bacillen sehr, 
besonders Stamm 4, der auch Saccharose nicht angreifen konnte, war in 
den gebriuchlichen Nihrbéden dem Paratyphus B-Bacillus kulturell 
sehr ahnlich. In den kiinstlichen Nahrbéden unterschied er sich von 
ihm durch die gute Nitratassimilation. Wir hofften also darin ein Un- 
terscheidungsmerkmal fiir die Paratyphus B-Bacillen und das Paracoli 
anindolicum zu finden; doch hat sich an mehreren daraufhin unter- 
suchten Stimmen, die in die Tabelle nicht aufgenommen sind, gezeigt, 
dal die Nitratverwertung auch bei diesen nichtindolbildenden, die Lack- 
musmolke bliuenden Paracolistimmen nicht konstant ist. 

Es zeigt sich also auch an den im einfachen kiinstlichen Nahrboden 
beobachtbaren Fahigkeiten, wie verschieden die unter der Bezeichnung 
Paracolibacillen zusammengefaBbten Stamme sind. Die uns hier inter- 
essierende Frage nach der Stellung der Paracoli- zu den Colibacillen ist 
dahin zu beantworten, daB es unter den Paracolibacillen Staimme gibt, 
welche dem Bacterium coli auch hinsichtlich der in den einfachen Nahr- 
béden fiir diese charakteristischen Merkmale sehr nahestehen, daB da- 
gegen andere Paracolistimme in thren erndhrungsphysiologischen Eigen- 


schatten vom Colibacillus verschieden sind. 


VI. Teil. 

Ist eine Ammoniakassimilation auch unter SauerstoffabsehluB moéglich ? 

Die Befaihigung zur Ammoniakassimilation ist, wie die voranstehen- 
den Versuche zeigen, einer ganzen Reihe von Bakterienarten eigen. Bei 
Paratyphus B- und Colibacillen waren alle Stamme dazu imstande. Bei 
Typhus-, Paratyphus A- und Shiga-Kruse-Bacillen nur ein Teil, andere 
dagegen nicht. Diese Differenz unter den Stammen gleicher Art geht 
auf die unterschiedliche Befihigung der einzelnen Individuen zuriick. 
Wir vergegenwirtigen uns die Resultate bei den verschiedenen unter- 
suchten Arten und Stammen; dabei sehen wir, da die Bedingungen, 
unter welchen das Vermégen, Ammoniak zu assimilieren, durch die Ver- 
mehrung der Keime beobachtbar wird, recht verschicden sind. So ge- 
lang z. B. die Ammoniakassimilation den Paratyphus B-Bacillen unter 
fast allen bis jetzt besprochenen Bedingungen; dann aber beobachteten 
wir Bakterien, die sich aus Ammoniak nur dann aufbauen konnten, wenn 
zwei Energiequellen, Milchsiure und Traubenzucker, gleichzeitig zur 
Verfiigung standen, das waren auf ganz bestimmtem Weg angereicherte 
Keime des Vibrio Metschnikoff. Es sind also wohl verschiedene ener- 
getische Bediirfnisse der einzelnen Bakterienstimme, die hier eine Rolle 


spielen mégen. Es soll jetzt die Frage untersucht werden, ob eine 
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Ammoniakassimilation auch unter der Bedingung des Sauerstoffaus- 
schlusses méglich ist. 

Da uns ammoniakassimilierende Stiimme verschiedener Arten zur 
Verfiigung stehen, so konnte die Untersuchung mit einigen davon, 
und zwar mit Typhus-, Shiga-Kruse-Bacillen, Paratyphus B- und Coli- 
bacillen durchgefiihrt werden, um zu priifen, ob sich darin die einzelnen 
Arten unterscheiden oder ob hier eine grundsatzliche Ubereinstimmung 
besteht. 

Da wir gerade bei diesen Versuchen mit bedeutenden technischen 
Schwierigkeiten zu kampfen hatten, miissen wir bei der prinzipiellen 
Bedeutung, die diese Frage hat, auf die Methodik und einige zur Auf- 
findung von Fehlerquellen angestellte Experimente etwas naher ein- 
gehen. 

Versuchstechnik. 


Die Apparaturen zur Ziichtung der Bakterien in einer Wasserstoffatmosphare 
sind fiir feste Nahrbéden eingerichtet und fiir fliissige Nahrsubstrate nicht brauch- 
bar. Versuche in fliissigen Nahrbéden waren aber notwendig, da nur dort der 
Grundsatz bekannter und konstanter Nahrbodenzusammensetzung, soweit wie 
méglich, verwirklicht ist. Wir haben diese Versuche in langhalsigen Kélbchen 
{nach Burri) angestellt, in deren Hals eine mit Pyrogallol und Kalilauge getrinkte 
Watte steckte und die nach auBen durch Gummistopfen und Paraffinierung ab- 
geschlossen waren. Da wir uns bewuBt waren, daB hierdurch nicht in jedem Falle 
eine Garantie fiir anaerobe Verhiltnisse gegeben ist, und wir dementsprechend 
unregelmaBige Versuchsergebnisse bekamen, so haben wir bei dieser Versuchs- 
anordnung nur das Ausbleiben der Vermehrung als sicher verwertbares Resultat 
betrachtet. Als beweisend galten deshalb nur soleche Versuche, bei denen nach 
Entfernung des Sauerstoffs das Wachstum ausblieb, nach Abnahme des Ver- 
schlusses aber unter Sauerstoffzutritt alsbald ohne nochmalige Beimpfung in der- 
selben Nahrlésung Vermehrung einsetzte. Diese Schwierigkeiten haben uns fiir 
die Beobachtung anaeroben Wachstums den agarhaltigen Nahrbéden zugefiihrt, 
doch hielten wir an dem Grundsatz fest, kein Resultat ohne ein gleiches Ergebnis 
in fliissigem Nahrboden als feststehend zu betrachten. 

Wir versuchten den Agar zu reinigen. Das einfachste war, den Stangenagar 
mit destilliertem Wasser zu extrahieren und so nach Méglichkeit von den in ihm 
enthaltenen Beimengungen zu befreien. Durch zu Janges Wassern und Einhaltung 
héherer Temperaturen, z. B. 60°, kann seine Erstarrungsfihigkeit leiden. Setzt 
man dem Waschwasser geringe Mengen Salzsaiure zu, so wird der Agar nach dem 
Kochen nicht mehr fest, auch nicht, wenn er nachtraglich neutralisiert wird. Wir 
haben versucht, den Agar aus wiasseriger Lésung mit Alkohol zu fallen und so 
vielleicht ein reines Praparat zu bekommen. Es entsteht dabei ein dichter, weiBer 
Niederschlag, der bei 5 proz. Agarlésung am starksten ist, wenn die doppelte Menge 
95 proz. Alkohols zur einfachen Menge verfliissigten Agars gegossen wird. LaBt 
man den Niederschlag absitzen oder zentrifugiert ihn ab und Jést ihn wieder in 
kochendem Wasser, so zeigt sich, daB er seine Erstarrungsfahigkeit behalten hat, 
doch stellte es sich heraus, daB auch auf dieseWeise keine bessere Reinigung zustande 
kommt, als wenn man den Stangenagar 2—3 Tage lang bei Zimmertemperatur in 
mdoglichst oft gewechseltem, destilliertem Wasser extrahiert. Wir sind also auf 
die einfachste Methode zuriickgekommen und haben damit zwar oft MiBerfolg 
erlebt, meist brauchbaren, aber nur selten einwandfreien Agar bekommen. 
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Es war also eine scharfe Kontrolle jeder beniitzten Agarprobe auf chemische, 
wachstumférdernde Beimengungen notwendig. Bei schlecht gereinigtem Agar 
geniigte der Zusatz von Traubenzucker, um Bakterien, wie Coli- und Paratyphus B- 
Bacillen, anaerob wachsen zu lassen, Da wir aus friiheren in fliissigen Nahrbéden 
ausgefiihrten Versuchen!) wuBten, daB diese Bakterien den Sauerstoff nur ent- 
behren kénnen, wenn ihnen auBer Traubenzucker eine kompliziertere organische 
Stickstoffverbindung zur Verfiigung steht, so muBten wir eine solche im Stangenagar 
annehmen. Wir haben also unsereAgarkontrolle folgendermaBen gestaltet: Als Test- 
objekt wurden die anspruchslosesten der zu untersuchenden Bakterien, hier also 
Paratyphus B-Bacillen, gewahlt. Mit diesen wurden folgende Proben beimpft: 
I. Probe: Schiittelkultur aus 21/, proz. Agaragarlésung in destilliertem Wasser ohne 
jeden Zusatz. II. Probe: Schiittelkultur aus demselben Agaragar wie I mit 0,5% 
Traubenzucker. III. Probe: Schiittelkultur aus demselben Agaragar wie I mit 0,5°% 
Kochsalz, 0,2°) Kaliumbiphosphat, 0,5°4 Ammoniumsulfat. In den beiden ersten 
Proben durfte weder aerobes noch anaerobes Wachstum auftreten, denn der ersten 
waren ja iiberhaupt keine Nahrstoffe, der zweiten nur eine Kohlenstoffquelle zuge- 
setzt. Auch nach 4tigiger Bebriitung durften unter dem Mikroskop keine Kolonien 
sichtbar sein. In der III. Probe, der auBer den anorganischen Nahrsalzen nur eine 
Stickstoffquelle beigefiigt war, durfte kein anaerobes Wachstum stattfinden. 
Daf darin auch jede aerobe Vermehrung ausblieb, war wegen mangelnder Reini- 
gung bei den wenigsten Agarproben zu erreichen, doch geniigte es fiir diese, die 
Erfahrungen in fliissigen Nahrbéden nur erganzenden Versuchen, daB kein anaerobes 
Wachstum méglich war. Nur so gepriifter Agar ist verwendet worden. 

Die Untersuchung auf anaerobes Wachstum in Schiittelkulturen hat 
gegeniiber der Ziichtung in Wasserstoffatmosphire den Vorteil der Einfachheit 
und der jeweils von selbst gegebenen Kontrolle, daB derselbe Nahrboden aerobes 
Wachstum erlaubt. DaB in der Tiefe einer Schiittelkultur geniigender Sauer- 
stoffmangel herrscht, um yon Anacrobiose sprechen zu kénnen, beweist das Wachs- 
tum obligater Anaérobier in hohen Schichten von Traubenzucker-Nahragar. Wie 
steht es nun mit den Fehlerquellen dieser Methode? Eine gewisse Schwierigkeit kann 
darin liegen, daB die entstehenden Kolonien in agarhaltigen kiinstlichen Nahrbéden 
des 6fteren und besonders anfangs sehr klein sind und deshalb in der Tiefe des Agars 
auch unter dem Mikroskop nicht immer mit Sicherheit als solche erkennbar sind; 
denn auch der sorgfaltig filtrierte Agar zeigt oft bei mikroskopischer Betrachtung 
feinste Partikelchen, deren sichere Unterscheidung von kleinsten Kolonien nicht 
immer moglich ist. Wir haben nun in seltenen Fallen bei Agarpriifungen, wenn 
die Reinigung nicht gut gelungen war, nach Traubenzuckerzusatz 1 oder 2 isolierte 
Gasblasen in der Tiefe der Agarsiule auftreten sehen, deren Herkunft wir uns 
nicht erkliren konnten, da auch unter dem Mikroskop keine Kolonien in der Tiefe, 
auch nicht in der unmittelbaren Umgebung der Gasblasen, zu finden waren. Das 
war uns Veranlassung, einige Erfahrungen iiber die Vorginge bei anaerobem 
Wachstum in Schiittelkulturen und die Entstehung der Gasblasen und Spalten 
zu sammeln. 

Es zeigte sich, daB die Agarsiule der Schiittelkulturen nur dann zer- 
sprengt wird, wenn der Agar dem Reagensglas fest anliegt, der Raum 
zwischen Nahrboden und Glaswand also nur ein capillarer ist. Stellt man 
z. B. im Traubenzuckernihragar eine Schittelkultur mit Colibacillen her, 
laBt erstarren, zieht dann die Agarsiule heraus, (am bequemsten ver- 
wendet man dazu die auf beiden Seiten offenen Burri-Réhrchen), legt sie in 





1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 5, 1921. 
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eine Petrischale und bebriitet, so wird die Oberfliche der Siiule von einem 
dichten Bakterienrasen tiberzogen, in der Tiefe entstehen etwas spiter 
massenhaft Kolonien, aber die Saiule zerrei8t nicht. Nur dort, wo sie der 
Unterlage aufliegt, entstehen einige Spalten. Bei dieser Versuchsanord- 
nung kann also das im Innern der Agarsiule gebildete Gas nach auBen 
diffundieren. Der Agar zerreiBt in typischer Weise nur, wenn das Gas 
nicht nach auBen treten kann, sobald er rings von Glas umschlossen ist. 

Was geschieht aber, wenn die Gasbildung nur in dem capillaren 
Raum vor sich geht, nicht auch im Innern des Agars? LiBt man Trau- 
benzucker-Nihragar in einem Reagensréhrchen erstarren, taucht eine 
Nadel in eine Paratyphus B-Kultur und lést mit ihr die Agarsaule in 
einer obersten, '/, em hohen Schicht ringsum vom Glase ab, so daB man 
also nur den capillaren Raum zwischen Agarsiiule und Glas beimpft hat, 
und bebriitet dann das Réhrchen, so wird nun der Agar ahnlich zerrissen, 
wie wenn man eine Schiittelkultur angelegt und die Bakterien in der gan- 
zen Agarmasse verteilt hitte. Ja, man braucht nicht einmal den capil- 
laren Raum mit der Nadel zu eréffnen, wenn man auf ein steriles, frisch 
erstarrtes Traubenzucker-Nihragarréhrchen zwei Tropfen einer Para- 
typhus B-Bouillonkultur tropft und bebriitet, so ist am nichsten Tag 
der Agar zerrissen, und im Innern der Siule sind natiirlich keine Kolo- 
nien zu sehen. Wir machen also die Feststellung, daf auch an solchen 
Stellen der Agarsiiule Gasblasen gefunden werden, wo tiberhaupt keine 
Bakterien waren, welche das Gas bilden konnten. Den Mechanismus 
dieses Vorgangs haben wir uns so vorzustellen, daB die Bakterien im 
capillaren Raum nach unten wuchern, in der feinen Fliissigkeitsschicht, 
die natiirlich Traubenzucker und Nihrstoffe enthilt, Gas bilden, 
dieses Gas infolge der Adhisionskrafte durch den capillaren Spalt nicht 
entweichen kann, sondern den Agar zusammenprebt, bis er springt. 
Dann natiirlich wuchern die Bakterien an den Spalten entlang in den 
Agar hinein und kénnen von dort aus weitere Sprengungen vornehmen. 

Verfolgte man die einzelnen Gasblasen, so konnte man oft die Kom- 
munikation mit dem capillaren Raum finden, Manchmal aber schienen 
einzelne Gasblasen rings von Agar umschlossen zu liegen und muBten 
doch von aufen her eingedrungen sein. Man hatte allerdings bei dem 
Auftreten der Gasblasen im Innern der Agarsiiule daran zu denken, da} 
vielleicht kohlenhydratspaltende Fermente, die durch die Lebens- 
tiitigkeit der Bakterien im capillaren Raum entstehen, in den Agar 
diffundieren und dort eine Gasentwicklung veranlassen. Fiir diese An- 
nahme fehlt eine Grundlage. Denn es gelingt bekanntlich nicht, in keim- 
freien Filtraten solcher Kulturen Fermente nachzuweisen, die aus 
Traubenzucker Gas bilden; auch aus unseren Stimmen konnten wir in 
Versuchen, auf die hier nicht eingegangen werden kann, keine solchen 
Fermente gewinnen, 
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Nun ergab sich die fiir uns entscheidende Frage: Herrschen in diesem 
capillaren Raum anaerobe Verhiltnisse ? oder liegt hier eine Fehlerquelle 
bei der Verwendung hoher Schichten vor, so daB man aus dem Auftreten 
von Gasblasen in der Tiefe einer Schiittelkultur nicht auf anaerobes 
Wachstum schlieBen darf, wenn die Kolonien so klein sind, daB sie nicht 
mit volliger Sicherheit als solche erkannt werden kénnen? Aus unseren 
friiher bereits veréffentlichten Versuchen in fliissigen Nahrb6éden war uns 
bekannt, daB sich der Paratyphus-B-Bacillus im Milchsiure-Ammoniak- 
nihrboden ohne Sauerstoff nicht vermehren und unter diesen Um- 
stinden den Traubenzucker nicht vergiiren kann. Da dies feststeht, 
hatten wir also die Méglichkeit zu priifen, ob in dem capillaren Raum 
zwischen Glaswand und Agarsiiule Sauerstoff zur Verfiigung steht oder 
nicht. Wir hatten also nur den zuletzt besprochenen, mit Traubenzucker- 
nihragar durchgefiihrten Versuch mit diesem einfachen kiinstlichen 
Naihrboden zu wiederholen. Auf eine hohe Schicht frisch erstarrten 
Milchsiure-Ammoniak-Agars mit 0,5°,, Traubenzucker wurden cinige 
Tropfen einer fliissigen Milchsiure-Ammoniakkultur von Paratyphus 
B-Bacillen getropft und dann bebriitet. Es trat keine Gasbildung auf; 
weder in dem capillaren Raum noch im Innern des Agars waren Gas- 
blasen zu sehen. Natiirlich war dabei Voraussetzung, daB der Stangen- 
agar vorher gereinigt und daraufhin gepriift worden war, ob er nicht 
Beimengungen enthalt, die von sich aus eine Anaerobiose dieser Bak- 
terien gestatteten. In einem Nahrboden, von dem wir wissen, dab er 
kein anaerobes Wachstum zulaBt, fehlt also auch das Wachstum und 
die Traubenzuckervergirung in diesem capillaren Raum: wir haben also 
hier anaerobe Verhaltnisse anzunehmen. 

Somit haben wir erfahren, daB im Innern des Agars entstehendes Gas 
diesen nur dann zerreiBt, wenn er fest vom Glas umschlossen ist. Weiter 
sahen wir, daB die Bakterien in den capillaren Raum zwischen Agarsiiule 
und Glaswand hineinwachsen und von dort aus durch ihre Gasbildung den 
Agar ebenso zersprengen kénnen, als wenn sie im Innern der Agarsiiule 
liegen ; in diesem capillaren Raum herrschen aber, wie im Innern der Agar- 
siiule, anaerobe Verhiltnisse. Es darf also, wenn dafiir gesorgt ist, dab 
der Agar sich nicht durch Austrocknung von der Glaswand zuriickgezogen 
hat, auch dann aus der Gasbildung in der Tiefe einer Schiittelkultur auf 
Anaerobiose geschlossen werden, wenn die Kolonien in der Tiefe so klein 
sind, da sie nicht mit aller Sicherheit als solehe erkannt werden kénnen. 


Wir sind nun in der Beantwortung der Frage, ob unter Sauerstoffaus- 
schluB eine Ammoniakassimilation méglich ist, zu folgenden Resultaten 
gekommen: Die ammoniakassimilierenden Typhusstimme sind im Milch- 
siure-Ammoniaknahrboden nicht imstande, ohne Sauerstoff zu gedeihen. 
In demselben Naihrboden, in dem bei Luftzutritt das Ammoniak assimi- 
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liert werden kann, ist dies unter anaéroben Bedingungen unmdglich. 
Der aus unseren gebrauchlichen Laboratoriumsnahrbéden als fakulta- 
tiver Anaerobier bekannte Typhusbacillus ist also im Milchsiure-Am- 
moniaknaihrboden ein strenger Aérobier. Er wiichst im fliissigen Milch- 
siure-Ammoniaknahrboden, sobald ihm der Sauerstoff entzogen ist, 
nicht, la8t man nach mehreren Tagen Luft eintreten, so beginnt einige 
Zeit spiter seine Vermehrung; in Schiittelkulturen entsprechender 
Zusammensetzung treten nur unmittelbar unter der Oberfliche in einer 
wenige Millimeter breiten Zone Kolonien auf. — Bei einer besonderen 
Gelegenheit, — (bei den Versuchen mit Vibrio Metschnikoff), — konnten 
wir unter aeroben Verhialtnissen beobachten, dal die Ammoniakassimila- 
tion an die Bedingung gekniipft war, da zwei Energiequellen, Milchsaiure 
und Traubenzucker, gleichzeitig verfiigbar waren. Setzte man nun dem 
Milchséure- Ammoniaknihrboden 0,5°,, Traubenzucker zu und _ priifte, 
ob jetzt die ammoniakassimilierenden Typhusbacillen auch unter 
SauerstoffausschluB von ihrer Fahigkeit, das Ammoniak zu verwerten, 
Gebrauch machen kénnen, so zeigte sich, daB dies auch dann nicht der 
Fall ist. Das Ammoniak konnte auch nach Zusatz dieser zweiten Ener- 
giequelle nicht zum Aufbau beniitzt werden, und deshalb trat keine Ver- 
girung des Traubenzuckers auf, solange anaérobe Bedingungen herrsch- 
ten. In dieser Unfaihigkeit zur Ammoniakassimilation unter Sauerstoff- 
ausschluB gleichen also diese Typhusstamme den Paratyphus B-Bacillen, 
von denen wir friiher bereits ganz dasselbe berichten konnten'). Auch 
diese vermochten sich, wenn der Sauerstoff fehlte, den im Traubenzucker 
vorhandenen Energievorrat nicht nutzbar zu machen. 

Ist dies nun eine Besonderheit dieser beiden Bakterienarten gerade 
im Milchsiure-Ammoniaknihrboden? Ist vielleicht mit einer anderen 
Kohlenstoffquelle, z. B. der gerade durch Parat yphus B-Bacillen besonders 
gut ausniitzbaren Citronensiure, doch eine Ammoniakassimilation unter 
NauerstoffausschluB méglich? Es wurden also im fliissigen und agar- 
haltigen Citronensivre-Ammoniaknahrboden von der oben angegebenen 
Zusammensetzung Versuche gemacht. und es ergab sich, dal} weder die 
ammoniakassimilierenden Typhusstimme, noch die Paratyphus B- 
Bacillen darin anaerob zu wachsen vermochten. Auch der Zusatz ver- 
schiedener Mengen Traubenzucker als zweiter Energiequelle anderte 
daran nichts; wenn also Citronensiiure und 0,5°,, oder 1°,, Traubenzucker 
verfiigbar waren, trat unter SauerstoffausschluB keine Vermehrung 
der ammoniakassimilierenden Typhusbacillen und in der Tiefe der Agar- 
schiittelkulturen keine Gasbildung durch die Paratyphus B-Bacillen auf. 

Und es zeigte sich, daB auch die andern untersuchten Bakterien- 
arten von ihrer synthetischen Fiahigkeit, aus Ammoniak als einziger 
Stickstoffquelle ihre Leibessubstanz aufzubauen, keinen Gebrauch mehr 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 86, H. 5, 1921. 
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machen konnten, sobald ihnen der Sauerstoff entzogen war. Die am- 
moniakassimilierenden Shiga-Kruse-Stimme konnten im Milchsiure- 
Ammoniaknahrboden nicht anaerob gedeihen. Und das gleiche haben wir 
friiher bereits von den Colibacillen berichtet. Auch bei diesen gelang 
unter SauerstoffabschluB die Ammoniakassimilation selbst nach Zu- 
gabe von 0,5°% Milchzucker oder 0,5°,, Traubenzucker nicht, und es blieb 
die Spaltung dieser Kohlenhydrate aus. 

Vorhin besprochene Versuche haben uns gelehrt, daB die Verwertung 
der von uns untersuchten Aminosiuren (mit Ausnahme des Trypto- 
phans) ihrem Wesen nach eine Ammoniakassimilation ist. Dadurch 
werden unsere friiher mitgeteilten Beobachtungen, daB Paratyphus B- 
Bacillen diese Substanzen unter anaeroben Verhaltnissen so wenig wie 
das Ammoniak als Stickstoffquelle beniitzen kénnen, verstiandlich. 
Glykokoll, Alanin, Asparaginsiiure oder Leucin gestatteten weder als 
Zusitze zum Milchsiure-Ammoniaknaihrboden noch nach Beifiigung 
von 0,5°%, Traubenzucker als dritter verfiigbarer Energiequelle einen 
Aufbau unter SauerstoffausschluB. 

Das Tryptophan war, wie wir friiher zeigten, der einzige aufgefundene 
Nahrstoff bekannter chemischer Konstitution, aus dem die zurAmmoniak- 
assimilation nicht befahigten Keime von Typhus-, Paratyphus A- und 
Shiga-Kruse-Bacillen ihren Stickstoffbedarf unter aeroben Verhaltnissen 
decken konnten; diese Verbindung erspart also die Ammoniakassimi- 
lation. Und so ist es verstandlich, daB sie unter bestimmten Bedin- 
gungen anaerobes Wachstum erlaubt. Die ammoniakassimilierenden 
Typhusstimme konnten zwar, wie die Paratyphus B-Bacillen, mit 
Tryptophan allein nicht anaerob wachsen, wohl aber sobald Trauben- 
zucker gleichzeitig verfiigbar war. Dann trat auch unter Sauerstoff- 
abschluB in fliissigen Nahrbéden Wachstum und Siurebildung, in Agar- 
schiittelkulturen Vermehrung in der Tiefe und bei den Paratyphus B- 
Bacillen auch Gasbildung ein. Hier also besteht kein Zwang mehr zur 
Ammoniakassimilation, und deshalb tritt auch die Differenz zwischen 
ammoniakassimilierenden und ammoniaknichtassimilierenden Typhus- 
stimmen nicht mehr in die Erscheinung. Es zeigte sich, daB die Be- 
dingungen zu anaerobem Wachstum fiir diese beiden Typen die gleichen 
sind. Dennes kommt unter SauerstoffabschluB dem anspruchslosen 
Typ seine Fahigkeit zur Ammoniakassimilation nicht zugute. 

Die friiher schon mitgeteilten Versuche zeigten +), daB die ammoniak- 
nichtassimilierenden Stémme von Typhus-, Paratyphus A- und Shiga- 
Kruse-Bacillen mit Tryptophan und Traubenzucker als Zusitze zum 
Milchsiure-Ammoniaknihrboden auch anaerob wuchsen, einerlei, ob 
sie den Traubenzucker bis zur Kohlensiure spalten, also voll ausniitzen 
konnten oder nicht. Der Traubenzucker war nicht durch Milchsaure, 
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auch nicht durch das Mehrfache der zu aerobem Wachstum ndotigen 
Menge ersetzbar. Ob andere Stoffe an seine Stelle treten kénnen, konnten 
wir aus Mangel an Tryptophan nicht untersuchen, wire aber von grobem 
Interesse. Jedenfalls ist er nicht durch eine beliebige, von diesen Bak- 
terien angreifbare Energiequelle zu ersetzen. 

Wir stellten also fest, daB die Ammoniakassimilation unter Sauer- 
stoffausschluB nicht méglich ist, auch nicht nach Zufuhr vermehrter 
Energie, und da anaerobes Wachstum erst auftritt, wenn die Not- 
wendigkeit der Ammoniakassimilation durch Zugabe eines héheren 
Eiweibspaltproduktes aufgehoben ist. Es stimmen also unter anaeroben 
Verhialtnissen die Ernahrungsbediirfnisse der beiden verschieden begab- 
ten Typen von Typhusbacillen iiberein. 


Allgemeine Schlu8folgerungen. 

Die speziellen Resultate iiber die Ernahrungsbediirfnisse und syn- 
thetischen Fahigkeiten der einzelnen systematisch untersuchten Bak- 
terienarten, Paratyphus B-, Typhus-, Paratyphus A-, Shiga-Kruse- und 
Kolibacillen haben wir meistens am Schlu8 der betreffenden Kapitel be- 
reits zusammengefaBt. Hier sollen jetzt nur die wichtigsten Ergebnisse 
in Form einer Tabelle zusammengestellt werden, aus der vor allem die 
verschiedene Verwertung der als Kohlenstoffquellen gebotenen Substanzen 
durch die einzelnen Bakterienarten hervorgehoben werden soll. 

Wo in der Tabelle durch ein + Wachstum vermerkt ist, handelt es sich um 
dauernde, in Passagen fortfiihrbare Vermehrung; eine gelegentlich nach der erst- 
maligen Beimpfung vom Nahragar auftretende Vermehrung ist in der Tabelle 
nicht angegeben, da diese nicht als Wachstum anzusehen ist, das allein auf die in 
bekannter Menge in den Nahrboden eingebrachten chemischen Substanzen zuriick- 
zufiihren ist. Die deutliche und kraftige Vermehrung ist als +-+-, ausgesprochen 
schwaches, aber dauernd fortfiihrbares Wachstum als + bezeichnet. Wo nut 
einzelne Stamme der gleichen Art gediehen sind, wurde das mit ++0 oder 0+ + 
vermerkt, je nachdem die Mehrzahl oder die Minderheit der gepriiften Stamme 
gewachsen ist. +0 oder 0+ bedeutet entsprechend das schwache Wachstum 
nur einzelner Stamme. War die Vermehrung nur auf dem Umweg tiber einen anderen 
einfachen, kiinstlichen Nahrboden und nicht direkt bei der Einsaat vom Nahragar 
zu erreichen, so ist dieses durch (+) angezeigt. Fehlt in einer Rubrik jeder Ver- 
merk, so sind die diesbeziiglichen Versuche nicht angestellt worden. 

Wir wollen uns auf einige allgemeine Gesichtspunkte beschrinken, 
die sich aus unseren Untersuchungen unter einfachen iibersichtlichen 
Ernahrungsverhaltnissen ergeben. Im Vordergrund steht die Beziehung 
zwischen dem Stoffwechsel und dem Sauerstoffbediirfnis. Je einfacher die 
Nahrstoffe und je geringer ihre Zahl ist, desto dringender wird der 
Sauerstoff gebraucht. Umgekehrt betrachtet, sind die Bakterien desto 
anspruchsloser, je mehr Sauerstoff ihnen zur Verfiigung steht. Und es 
ist interessant, zu beobachten, wie hoch die Anspriiche an das Nahr- 
material sind, wenn der Sauerstoff tiberhaupt entbehrlich gemacht wer- 
den soll. Keime, die unter aeroben Verhaltnissen weitgehende synthe- 
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tische Fihigkeiten besitzen, werden unter anaeroben Bedingungen 
ebenso anspruchsvoll wie die Bakterien, denen die Fahigkeit tiberhaupt 
abgeht, sich aus wenigen einfachen Substanzen aufzubauen. Unter 
SauerstoffausschluB ist offenbar eine Synthese aus Ammoniak iiber- 
haupt nicht méglich. Denn solange dieses die einzige Stickstoffquelle 
ist, kann man bei den von uns untersuchten ammoniakverwertenden 
Bakterien nicht dadurch Anaerobiose erzielen, dai man in einem zu 
aerobem Wachstum geeigneten Nahrboden die Energiequellen vervielfacht 
oder auBerdem noch neue hinzufiigt. Es miissen dazu vielmehr zwei ganz 
bestimmte Bedingungen gleichzeitig erfiillt sein. Den Bakterien mu zum 
Leben ohne Sauerstoff eine besonders geartete Energiequelle und gleichzeitig 
eine kompliziertere organische Stickstoffverbindung zur Verfiigung stehen. 

Es ist natiirlich nicht gesagt. daB die in der Luft gegebene Sauer- 
stoffkonzentration, die wir in unseren Versuchen durch Herstellung 
der flachen Fliissigkeitsschicht nach Méglichkeit zu erreichen suchten, 
das Optimum fiir alle Bakterien und fiir jede Ernaihrungsbedingung 
darstellt. Und es wiire wichtig, nicht nur den Einflu einer verminderten, 
sondern auch einer vermehrten Sauerstoffzufuhr auf den Verwendungs- 
stoffwechsel der Bakterien zu untersuchen. 

Kine andere wichtige Frage wollen wir aus den Resultaten unserer 
Versuche zu beantworten suchen. Jnwieweit sind Stoffwechselunter- 
schiede als Artunterschiede verwertbar? Unsere Untersuchungen boten 
uns eine vorziigliche Gelegenheit, die individuellen Schwankungen der 
einzelnen Stimme innerhalb einer und derselben Art zu beobachten 
und zu verfolgen. Manche Forscher haben derartige ernihrungsphysio- 
logische Abweichungen eines Stammes von den andern als Variation 
oder Mutation oder gar Artunterschied aufgefafit. Andere dagegen leug- 
nen die Konstanz der Arten ab und halten den Chergang der einen in 
die andere fiir erwiesen. Diese Fragen sind natiirlich nicht nur fiir die 
Systematik der Bakterien wichtig, sondern sie beanspruchen ein viel 
allgemeineres naturwissenschaftliches Interesse. Denn gerade an den 
Bakterien als den einfachsten Lebewesen werden die Probleme 
der Variation und Mutation viel bearbeitet. Schon Robert Koch 
hat gefordert, da man fiir jede Bakterienart sowohl die kon- 
stanten als auch die schwankenden Eigenschaften festzustellen hat. 
Die Richtigkeit dieser These ist auch durch unsere Untersuchungen 
erwiesen worden. Fiir die einzelnen Arten gibt es konstante Eigenschaften, 
die entweder auf das Vorhandensein oder auf das Fehlen einer Funktion 
zuriickgehen; es gibt auBerdem schwankende Eigenschajten, wobei diese 
in einer ganz bestimmten Richtung gehende Unbestindigkeit ebenso 
charakteristisch fiir die betreffende Art sein kann wie die konstanten 
Eigenschaften. Hierzu gehért in unseren Versuchen die Fahigkeit, das Am- 
moniak zu assimilieren. Vom naturwissenschaftlichen Standpunkt be- 
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trachtet, ist es besonders interessant, da innerhalb ein und derselben 
Art die Befahigung zu einer so bedeutsamen Funktion, wie es die Am- 
moniakassimilation ist, vorhanden ist oder fehlt. Es lieB sich nachweisen, 
da diese individuellen Schwankungen auf die verschiedenen Fahig- 
keiten der einzelnen Keime desselben Stammes zuriickgehen. Aber 
nicht nur diese synthetischen Fahigkeiten in der Stickstoffverwertung konnen 
schwanken, sondern auch dissimilatorische Eigenschaften, wie wir dies 
bei der Verwertung verschiedener Kohlenstoffverbindungen als Kohlen- 
stoff- und Energiequellen gesehen haben. Und schlieBlich ist auch der 
Bedarf an Energie bei den einzelnen Stimmen gleicher Art verschieden ; 
es gibt in dieser Beziehung anspruchslose und anspruchsvolle. 

Trotz dieser betrdchtlichen Schwankungen assimilatorischer und dis- 
similatorischer Funktionen sind aber die Stimme in anderen Eigenschaften 
so typisch, dap an ihrer Zugehérigkeit zu einer und derselben Art kein Zweifel 
bestehen kann. Besonders markant kommt dies in der feinsten Reaktion 
auf ihre stoffliche Zusammensetzung, in ihren serologischen Eigenschaf- 
ten zum Ausdruck. Wir haben ausfiihrlich besprochen, da® trotz einer 
so weitgehenden Verschiedenheit, wie es die Méglichkeit oder Unmdg- 
lichkeit, Ammoniak zu assimilieren, ist, z. B. unter den in dieser Be- 
ziehung verschiedenen Stiimmen von Typhus-Bacillen serologisch 
Identitat besteht. 

Wenn auch unsere Versuche Schwankungen im Verwendungsstoff- 
wechsel der Bakterien derselben Art zeigen, so geht doch einwandfrei 
aus ihnen hervor, dab keineswegs alle Stoffwechseleigenschaften einer Art 
schwankend und deshalb zur systematischen Verwendung unbrauchbar 
wiiren. Es miissen vielmehr bei jeder Art unter den ernahrungsphysio- 
logischen Eigenschaften unterschieden werden: erstens solche, die immer 
vorhanden sind, zweitens solche, die niemals vorhanden sind, und drittens 
solche, die schwanken, die also vorhanden sein oder fehlen kénnen. Frst 
durch alle drei Kategorien von Eigenschaften ist die Art charakterisiert. Diese 
drei Merkmale sind jedesmal festzustellen, wenn Stoffwechselunter- 
schiede als Artunterschiede gewertet werden. Geht man auf diese 
Weise vor, so tiberzeugt man sich, daB die Schwankungen immer nur 
bestimmte Kigenschaften betreffen und damit auch diese Unbestiandig- 
keit fiir die Art charakteristisch ist. Uberginge einer Art in die andere 
kommen aber dadurch nicht zustande, vielmehr iiberzeugt man sich, 
wenn man die Eigenschaften der Bakterien unter diesem Gesichtspunkt 
betrachtet, von der Konstanz der Art. 

Das hierzu nétige Studium des individuellen Energiebediirfnisses 
und der speziellen Fahigkeiten unter den verschiedenen Stammen der 
gleichen Art oder gar den verschiedenen Individuen desselben Stammes 
wurde erméglicht durch das Arbeiten unter tibersichtlichen Ernahrungs- 
verhiltnissen in einfachen kiinstlichen Nahrbéden. 


























Serologische Versuche mit Antigenen und Antikérpern an der 
uberlebenden, kitinstlich durchstrémten Milz. 


Von 
Martin Hahn und Emil y. Skramlik. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 18. April 1922.) 


Als Hauptergebnis der Tiatigkeitsweise der iiberlebenden kiinstlich 
durchstrémten Meerschweinchenleber konnte in zahlreichen serologischen 
Versuchen') eine Verankerung von Antikérpern wie Antigenen an die 
Gewebszellen festgestellt werden. Durch diesen Vorgang werden die 
gebundenen Koérper selbst nur wenig beeinfluBt: In einer Leber, in der 
Bakterienagglutinine festgehalten werden, findet eine Agglutination det 
passenden Bakterien statt, hdmolytische Amboceptoren vermégen trotz 
ihrer Verankerung an die Leberzellen die zugehérigen Blutkérperchen 
zu beeinflussen, und zwar im Sinne einer stiirkeren Verklebbarkeit, die 
zur Agglutination im Organ fiihrt, worauf nach Ablauf einer lingeren 
Zeit die Lyse folgt. Tetanolysin schidigt auch im Lebergewebe spiiter 
durchgeleitete Blutkérperchen schwer. 

Alle diese Erfahrungen hatten die Frage nahegelegt, ob es sich dabei 
um Wirkungen handelt, die nur von einem Organ, der Leber, ausgelést 
werden, oder ob etwa andere Gewebsarten in gleicher Weise titig sein 
kénnen. Eine Priifung des Verhaltens der Milz erschien hier besonders 
am Platze. Ihre Funktion ist immer noch ziemlich dunkel, vornehmlich 
darum, weil die bisherige Experimentiertechnik, die in der ginzlichen 
Entfernung des Organs aus dem Korper bestand, zu schwankenden Er- 
gebnissen gefiihrt hat. Wir wissen serologisch von der Milz nur das eine 
mit Sicherheit, daB durch ihre Exstirpation die Bildung von Antikdér- 
pern®?) verzégert wird. 

Zur Untersuchung der Milzfunktion haben wir uns der gleichen 
Versuchstechnik bedient wie bei der Leber?); doch mute die Methodik 

1) M. Hahn und Emil von Skramlik, diese Zeitschr. 98, 120. 1919; 112, 151. 
1920; 130, 80. 1922. 

2) Siehe z. B. L. Deutsch, Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 28, 45. 1900; dort auch 
weitere Literatur. 

3) Emil v. Skramlik, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 180, 1. 1920. 
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316 M. Hahn und E. vy. Skramlik: 


zur kiinstlichen Durchstr6mung der Milz erst ausgebildet werden, was 
mit nicht geringen Schwierigkeiten verbunden war. Versuchstiere von 
der Grobe eines Kaninchens waren nicht zu verwenden. In die kleinen 
zu- und abfiihrenden Gefaife der Milz lassen sich wohl Kaniilen ein- 
binden, aber die Enge ihres Lumens bedeutet fiir den Fliissigkeits- 
durchgang einen ganz gewaltigen Widerstand. Das geeignetste Ver- 
suchstier, der Hund, konnte nicht herangezogen werden, weil die engen 
MilzgefaBe, vor allem die Arterien, auf eine langere Strecke im Peritone- 
um verlaufen und sich vor Eintritt in den langgestreckten Hilus in eine 
ganze Anzahl feiner Aste aufsplittern, von denen auch Stimmchen zu 
dem benachbarten Magen abgehen. Das bedeutet eine groBe Schwierig- 
keit bei Anwendung von Nahrlésungen z. B. von Typus Ringer-Locke, 
die durch die GefaBwand hindurchtreten. So sahen wir uns ge- 
notigt, am Hamniel zu experimentieren, dessen Serum wohl eine 
ganze Anzahl von Vorgiingen hemmt, was sich in unseren Versuchen 
unangenehm bemerkbar gemacht hat, bei dem aber die anatomischen 
Verhiltnisse zur Ausfiihrung der Operation sehr giinstig liegen. Die 
Kinzelheiten der Versuchstechnik sind anderorts beschrieben!); wir 
méchten hier nur noch darauf hinweisen, daB die Entfernung von Blut- 
resten aus dem Organ viel schwieriger durchzufiihren ist, wie bei der 
Leber. Der lakuniire Bau der Milz behindert teilweise den Zutritt der 
eingeleiteten Naihrlésung, so da} es stets gewisse Partien gibt, die nicht, 
oder nicht griindlich ausgespiilt wurden, deren Inhalt aber dann bei 
Durchfiihrung des eigentlichen Experiments sehr st6rend wirken kann. 

In Ubereinstimmung mit den Versuchen an der Meerschweinchen- 
leber priiften wir das Verhalten der Hammelmilz bei Durchleitung von 
arteigenen und artfremden Blutkérperchen, von Tetanustoxin sowie 
Bakterien. Die einzelnen Versuchsreihen sind noch nicht als abgeschlossen 
zu betrachten. Daf sie nicht in allen Einzelheiten zu Ende gefiihrt sind, 
lag an der Schwierigkeit der Beschaffung von Hammeln zu Versuchs- 
zwecken. 

1. Versuche mit Blutkérperchen. 

Leitet man durch eine Hammelmilz arteigene Blutkérperchen, so 
kann man an ihnen auch im Verlaufe eines mehrstiindigen Versuches 
keine Veriinderungen wahrnehmen. Anders gestalten sich die Verhilt- 
nisse, wenn man die Blutkérperchen eines artfremden Tieres durch- 
strémen liBt. So werden Kaninchenblutkérperchen (V. 8 vom 24. XI. 
und V. 9 vom 20. XII. 1920) in 10 proz. Aufsehwemmung bei Durch- 
leitung durch die Milz in einem ganz kurzen Zeitraum, etwa 5’, agglu- 
tiniert und nach Ablauf einer weiteren Stunde auch schwach ge- 
lost. Diese Wirkung ist dem Anschein nach auf das Vorhandensein eines 


1) Emil v. Skramlik, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 194, 118. 1922. 
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Normalamboceptors im Milzgewebe zuriickzufiihren. Ein solcher labt 
sich auch in der kreisenden Flissigkeit nachweisen, freilich erst — und 
darauf sie mit Nachdruck hingewiesen — nach fiinfstiindigem Durchgang 
durch das Organ. Setzt man dann zu Proben der durchgeleiteten Fliissig- 
keit Meerschweinchenkomplement hinzu, so findet eine teilweise Lésung 
von Kaninchenblutkérperchen statt. Die Wirkungsweise dieses Ambo- 
ceptors kann einigermaBen als spezifische bezeichnet werden, denn 
Menschen- und Hammelblutk6rperchen bleiben auch nach Komplement- 
zusatz ungelést. Wie weit es sich bei diesem Amboceptor um einen 
Korper handelt, der als Inhaltsbestandteil der Milzzellen aufzufassen ist, 
oder zu den Serumresten gehért, die nicht véllig ausgespiilt werden 
kénnen, laBt sich auf Grund der bisherigen Versuche nicht entscheiden. 
Da schon aktives Hammelserum Kaninchenblutkérperchen agglutiniert, 
koénnte man zur Annahme neigen, da8 es sich um einen Serumbestand- 
teil handelt. Auffallend bleibt aber jedenfalls, daB er aber erst nach so 
langer Zeit in die kreisende Fliissigkeit iibertritt. Uber alle weiteren 
Versuche zur Klirung der Frage nach dem Verhalten der Milz zu Blut- 
kérperchen wie zu himolytischen Amboceptoren wird in der an- 
schlieBenden Arbeit berichtet!). 


2. Versuche mit Tetanustoxin. 

Leitet man durch die Milz Tetanustoxin in Pingerlésung (Ver- 
diinnung 1: 500), so wird seine lytische Komponente binnen wenigen 
Minuten zum groBten Teil, im Verlaufe einer Stunde fast vollstindig aus 
der kreisenden Flissigkeit entfernt (siche die beigefiigte Tabelle I). 


Tabelle I. 
T.G. Tetanusgift. 
Vor Durchgang Nach 3° Nach 60’ Durchgang 
T.G. NaCl KBI. Erfolg T.G. NaCl KBL Erfolg T.G. NaCl KBL Erfolg 
10 00 1,0 geléstinl’ 10 0,0 1,0) Spiirchen 10 00 1,0 
0,75 0,25 1,0 » »2 0,75 0,25 1,0} gelust 0,75 0,25 1,0 
OS G65 16 » oe OF OF. 10h mach O05. .05 1 nach 1” 
0,25 0,75 1,0) 0,25 0,75 1,0 


ae | ungelist 0.25 0.75 1.0{ ungelést 
0.1 09 1,0f 0,1 0,9 1,0; iach yn OL 0,9 1,0 
0.0 1.0 1,0 ungelist 00 10 1,0) ™ 00 10 1,0 


Indessen haben diese Versuche nicht die gleiche Beweiskraft fiir 
eine Bindung des Giftes an die Milzzellen, wie das bei der Leber der 
Fall war. Denn die nach Ablauf einer Stunde aus der kreisenden Fliissig- 
keit herausgenommenen Proben ergaben die Anwesenheit eines hemmen- 
den Korpers, da auch zu der Probe hinzugesetztes frisches Tetanustoxin 
nicht in gleichem Mae hamolysierend wirkt (siehe Tabelle 1). Der 
hemmende Koérper gehért mit grober Wahrscheinlichkeit Serumresten 


1) Emil v. Skramlik und Otto Olsen, diese Zeitschr. 131, 320. 1922. 
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318 M. Hahn und E. v. Skramlik: 


an, denn die Tetanolysinwirkung wird sowohl durch inaktives wie akti- 
ves Hammelserum gehemmt, von letzterem freilich nur in schwicherem 
Grade’), 

Tabelle II. 


Tetanusgift nach 2 Durchgang  Frisches Tetanusgift 


an sans NaCl KBI. Erfolg 

1,0 0.5 0,0 1,0 

0,75 0,5 0,25 1,0{ Spur gelist 
0,5 0,5 0,5 1,0{ nach 15 
0,25 0,5 0,75 1,0 

0,1 0,5 0,9 1,0 Kuppe 

0,0 0.5 1,0 1,0 in 3’ gelist 


Es ist nicht méglich, den Zellen das Gift zu entreiBen, auch wieder- 
holtes Ausspiilen des Organs mit Ringerlésung ergab keine Spur des 
Giftes auch zu einer Zeit, wo der hemmende Korper sich noch nicht be- 
merkbar machte. Uber den Verbleib des Giftes geben folgende Versuche 
Aufschluf, Leitet man durch eine mit Tetanusgift vorbehandelte Milz 
eine 5proz. Kaninchenblutkérperchenaufschwemmung, so setzt sofort 
eine starke Agglutination ein, die im Verlauf von‘ wenigen Minuten kom- 
plett ist, so daB die kreisende Fliissigkeit ganz klar erscheint, Dieser 
Agglutination folgt sehr bald — nach weiteren 15’ —- Lyse nach, die 
freilich nicht vollstindig ist. Es verbleiben in der kreisenden Fliissig- 
keit stets Blutkérperchen in gréBerer Zahl. Diese Erscheinung ist nicht 
weiter auffallend, wenn man bedenkt, daB bei einem von Blutresten 
nicht voéllig zu befreienden Organ stets die Méglichkeit vorliegt, dab 
Blutkérperchen an die kreisende Fliissigkeit abgegeben werden. Ham- 
melblutkérperchen werden aber vom Tetanolysin nicht angegriffen. 
Gegen die Beweiskraft dieser Versuche fiir die Verankerung des Giftes 
an die Milzzellen kénnte man anfiihren, daB ja Kaninchenblutkérper- 
chen auch von einer nicht vorbehandelten Milz agglutiniert und schwach 
hiimolysiert werden. Dagegen kann aber darauf hingewiesen werden, 
daB sich in einer Milz, durch die zuvor Tetanusgift geleitet wurde, beide 
Vorgiinge — Agglutination und Lyse — viel stdrker, vor allem aber 
rascher abspielen. 

Der Verbleib des Tetanusspasmins konnte nur durch Tierversuche 
festgestellt werden. Injiziert man Mausen gleichverdiinnte Proben des 
Giftes vor und nach Durchgang durch die Milz, so ergibt sich (siehe 
Tabelle III) eine kleine Differenz. Bei deren Geringfiigigkeit liBt sich 
aber nicht mit Sicherheit entscheiden, ob es sich um eine Bindung des 
Giftes an die Milzzellen handelt, oder ob etwa hier die Hemmung durch 
an die Durchstrémungsfliissigkeit abgegebenen Milzbestandteile in Be- 
tracht kommt. 





1) Die Anwesenheit dieses hemmenden Kérpers wird es voraussichtlich auch 
unméglich machen, eine Antitoxinbildung in der Milz nachzuweisen. 
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Tabelle III. 


Maus | 20g Gewicht erhalt 1 ccm auf '/,.. verdiinnter Giftprobe vor Durchgang, stirbt nach 48 


22g ‘i ei leem ,, ‘/sece ‘a a i - ” 965 
8 18¢ ms locem ,, /ee60 a f nach * = jh 
4 We = "A Leom ., "/secse pe . . a lebt nach 145, 


ist aber leicht tetanisch. 
3. Versuche mit Bakterien. 

Leitet man durch eine Hammelmilz eine dichte Aufschwemmung 
von Colibakterien, so beobachtet man eine rasch zunehmende <Auf- 
hellung der kreisenden Fliissigkeit, die in einer Abnahme der Keime ihre 
Ursache hat. 

Versuch 11 (8. IL. 1921): 

P, nach 5’ Durchgang enthalt ca. 170-10° Keime im Kubikzentimeter 
i = Pa ‘a oe tS | a i ‘s 

Es handelt sich bei diesem Geschehen um eine Agglutination der 
Bakterien im Gewebe, bedingt wahrscheinlich durch ein Normalaggluti- 
nin, Kine derartig groBe Verminderung der Bakterien (auf etwa '/, des 
urspriinglichen Gehaltes) wurde in der Leber nur nach Vorbehandlung 
mit Agglutinin beobachtet, niemals in einem intakten Organ. Die in der 
Milz verbliebenen Serumreste sind in diesem Falle fiir den Eintritt der 
Agglutination nicht verantwortlich zu machen, da das volle Hammel- 
serum wohl agglutiniert, aber schon in einer schwachen Verdiinnung 
diese Eigenschaft einbiifbt. 

In den bei diesen Versuchen vielfach aufgetretenen hemmenden 
Eigenschaften des Serums ist auch die Ursache zu erblicken, warum 
wir es zur Durchstr6mung niemals verwendet haben, trotzdem es uns 
in beliebigen Mengen zur Verfiigung stand und vor allen tbrigen 
Durchstrémungsfliissigkeiten eigentlich den Vorzug verdient. 


Fassen wir die Ergebnisse der Untersuchung zusammen, so laBt sich 
vor allem sagen, daf sich die Hammelmilz in serologischen Versuchen 
vielfach gleichartig verhalt wie die Meerschweinchenleber. Sie weicht 
in ihrem Verhalten vorwiegend nur dort ab, wo man als Ursache auch an 
eine Wirkung des Serums denken kann. Tetanusgift wird gebunden, 
aber nur dessen lytische Komponente wie in der Leber, die spastische 
erfahrt kaum eine Verminderung im Gegensatz zur Leber, wo sich im 
Tierversuch eine deutliche Abnahme hat feststellen lassen, Die Milz 
enthalt normalerweise Blutkérperchenamboceptoren sowie Agglutinine, 
die sich in der Leber niemals haben feststellen lassen. 

Alles in allem herrscht aber eine gewisse Ubereinstimmung zwischen 
Leber- und Milzfunktion in serologischer Beziehung. Das ist wohl auch 
einer der Griinde, warum die Milz im menschlichen wie tierischen Kér- 
per so leicht entbehrt werden kann. 
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Uber die komplettierende Wirkung serumfreier Organe. 


Nach Versuchen an der tiberlebenden, kiinstlich durchstrémten Hammel- 
milz und Hammelleber. 


Von 
Emil y. Skramlik und Otto Olsen. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 18. April 1922.) 


In friiheren Versuchen'!) war festgestellt worden, das die serum- 
freie Leber des Meerschweinchens die Wirkung eines himolytischen 
Amboceptors zu komplettieren vermag. Leitet man durch die Meer- 
schweinchenleber, die mittels Durchspiilung mit Ringer-Locke-Lésung 
von Serumresten befreit ist, im kiinstlichen Kreislauf eine 5 proz. Auf- 
schwemmung von Hammelblutkérperchen, die hammelblutlésenden 
Amboceptor in 2—3fach lésender Dosis enthalt, so beobachtet man im 
Verlauf der Erscheinungen zwei Phasen. Zuerst tritt innerhalb von 
30—40 Minuten eine Bindung der Blutkérperchen am Organ auf. Mikro- 
skopische Untersuchungen?) zeigten, daB es sich dabei um eine Aggluti- 
nation der roten Blutkérperchen in den Capillaren handelt. Im An- 
schluB an die Organbindung erfolgt dann waihrend einer zweiten Phase, 
und zwar zumeist nach Ablauf von weiteren zwei Stunden eine teilweise 
Auflésung der Blutkérperchen, die sich in einer zunehmenden Rot- 
firbung der durch die Leber kreisenden Fliissigkeit auBert. 

Die serumfreie Meerschweinchenleber kann also die Funktion des Se- 
rumkomplements tibernehmen. Der Zerfall der Vorgiinge in zwei wohl 
unterscheidbare Phasen, wie er im Organ auftritt, nimlich zunichst 
Aggiutination und Organbindung, dann Himolyse, braucht sich bekannt- 
lich im Reagensglas bei der Komplementeinwirkung auf sensibilisierte, 
d. h. mit Amboceptor beladene Blutkérperchen nicht immer zu zeigen. 
Versetzt man nimlich im Reagensglas Blutkérperchen in Gegenwart 
eines zugehérigen Amboceptors in einer Dosis, die allein nicht aggluti- 
nierend wirkt, mit einem Uberschu8 von Komplement, so tritt in der 


1) Martin Hahn und Emil v. Skramlik, diese Zeitschr. 98, 120. 1919. — 
Emil v. Skramlik, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 180, 1. 1920. 

2) Emil v. Skramlik und Theodor Hiinermann, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 
11, 349. 1920. 
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Regel sogleich Hamolyse auf. Selbst bei mikroskopischer Verfolgung 
der Auflésungserscheinvngen ist so keine Zusammenbhallung der Blut- 
kérperchen wahrzunehmen. Indes laBt sich auch im Reagensglas eine 
Agglutination von sensibilisierten Blutkérperchen nachweisen, die der 
Komplementwirkung zuzuschreiben ist. Bekanntlich laBt sich das 
Komplement durch Dialyse, Einwirkung schwacher Siuren usw. in zwei 
Bestandteile zerlegen: in Endstiick und Mittelstiick. Nur das Gemisch 
beider Komponenten wirkt himolytisch, jede fiir sich allein kann keine 
Auflésung sensibilisierter Blutkérperchen herbeifiihren. Bei der Kohlen- 
siurebehandlung von Meerschweinchenserum (Liefmann), die zur Dar- 
stellung der beiden Komplementkomponenten in unseren Versuchen aus- 
gefiihrt wurde, geht das Mittelstiick in den Niederschlag iiber, das End- 
stiick bleibt in der tiberstehenden Fliissigkeit. Versetzt man nun Ham- 
melblutkérperchen in Gegenwart von hamolytischem Amboceptor in 
einer solchen Konzentration, die allein nicht zusammenballt, mit einer 
Menge Mittelstiick, die wiederum Hammelblutkérperchen allein nicht ag- 
glutiniert, so tritt alsbald eine Agglutination der roten Blutkérperchen 
auf. Es handelt sich hier um eine agglutinationsférdernde Wirkung 
des Mittelstiicks auf sensibilisierte Blutkérperchen'). Die so agglutinierten 
Blutkérperchen werden nach Zusatz von Endstiick zur Auflésung ge- 
bracht, das nach den bestehenden Vorstellungen immer erst dann in 
Titigkeit tritt, wenn das Mittelstiick auf die sensibilierten Blutkérper- 
then schon eingewirkt hat. 

Wir kénnen also die wihrend des Durchstrémungsversuchs im Organ 
beobachtete Abstufung der Vorgdnge in der Reihenfolge: zuerst Agglutina- 
tion und Organbindung, dann Auflésung der roten Blutkérperchen auch 
im Reagensglas nachahmen, und zwar so, dap die Komplementkomponenten 
nacheinander, niimlich zuerst Mittelstiick und nach einem gewissen Inter- 
vall Endstiick, den sensibilisierten Blutkérperchen zugesetzt werden. Diese 
Ubereinstimmung im Ablauf der beschriebenen Phinomene legte den 
Gedanken nahe, daf auch im serumfreien Organ Agglutination und Or- 
ganbindung durch Mittelstiick, die endliche Lyse durch Endstiick bewirkt 
werde. Es war denkbar, daB beispielsweise die Meerschweinchenleber 
im Durchstrémungsversuch an die kreisenden sensibilisierten Blut- 
kérperchen Mittelstiick abgibt, die nun entweder zusammengeballt und 
dann rein mechanisch in den feineren Capillaren zuriickgehalten werden 
oder aber auf Grund einer physikalisch-chemischen Zustandsinderung, 
fiir welche die Agglutination der Blutkérperchen untereinander nur den 
sinnfalligen Ausdruck. bildet, auch mit den Endothelzellen leichter 
verkleben. Es war endlich méglich, daB8 im AnschluB an die so erfolgte 
Organbindung vom Organ geliefertes Endstiick alsdann die Auflésung 
der roten Blutkérperchen herbeifiihrt. 

1) Otto Olsen; Zeitschr. f. Immunitatsforsch. u. exp. Therap. 33, 283. 1921. 
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Eigene Versuche. 


Das Studium der Komplementwirkung serumfreier Organe wurde 
an der Hammelmilz fortgesetzt. Wir folgten hier dem Rat von Herrn 
Professor Hahn, der uns empfohlen hat, vor allem die Frage zu entschei- 
den, ob die an der Meerschweinchenleber beobachteten Erscheinungen 
fiir dieses Organ spezifisch waren, oder ob auch andere Organe, in erster 
Linie die Milz, deren Rolle im Ablauf der Immunititsvorginge beson- 
dere Beachtung beansprucht, ein ahnliches Verhalten zeigten. Aus 
technischen Griinden wurde gerade die Hammelmilz gewahlt, die sich 
fiir den Durchstr6mungsversuch als besonders geeignet erwies!). Hier 
erméglichte nun auch das besondere Verhalten der Hammelmilz 
eine weitere Analyse der vom Organ ausgehenden Komplement- 
wirkung. 

Leitet man durch die serumfreie Hammelmilz im kiinstlichen Kreis- 
lauf eine 5—10proz. Suspension von Hammelblutkérperchen, die mit 
hammelblutlésendem Amboceptor in einer Konzentration beladen sind, 
die wohl Hamolyse, aber innerhalb der Versuchsdauer keine Aggluti- 
nation herbeifiihrt, so tritt das Organbindungsphanomen fast augenblick- 
lich auf. Nach spitestens 5 Minuten, weit rascher also als bei der Meer- 
schweinchenleber erscheint die kreisende Fliissigkeit klar und farblos. 
Eine Auflésung der gebundenen Blutkérperchen bleibt aber aus, die 
durchstrémende Fliissigkeit ist selbst nach 2—3stiindiger Durchstré. 
mung farblos oder héchstens schwach gelblich gefarbt. 


Nach unseren eingangs erérterten Vorstellungen konnte das Auf- 
treten der Organbindung in der Hammelmilz auf dem Vorhandensein 
von Mittelstiick, das Fehlen lytischer Eigenschaften auf dem Fehlen 
von Endstiick beruhen. 


Wir suchten nun zunichst Mittel- und Endstiickgehalt von Ex- 
trakten aus Hammelmilz in Reagensglasversuchen zu ermitteln. Diese 
wurden aus einer serumfreien Hammelmilz hergestellt, in der nach Durch- 
leitung von sensibilisierten Blutkérperchen das Phanomen der Organ- 
bindung nach wenigen Minuten aufgetreten war, ohne da sich Hamo- 
lyse gezeigt hatte. Nach zweistiindiger Durchstrémung wurde das Or- 
gan zerkleinert und kleine Stiicke alsdann im Morser teils mit Wasser, 
teils mit physiologischer Kochsalzlésung verrieben. Es ergab sich, 
daB diese Extrakte weder mit Amboceptor beladene Blutkérperchen 
zu lésen, noch zusammen mit Mittelstiick eine Lyse sensibilisierter Blut- 
kérperchen herbeizufiihren vermochten. Hs war in den Extrakten aus 
Hammelmilz also weder Gesamtkomplement noch Endstiick in nachweis- 
baren Mengen vorhanden. Wohl aber gelang eine Auflésung sensibilisierter 





1) Emil v. Skramlik, Pfliigers Arch, f. d. ges. Physiol, 194, 118. 1922. 
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Blutkérperchen, wenn Gemische von Milzextrakt und Endstiick auf diese 
einwirkten. Im Organextrakt mufte demnach Mittelstiick vorhanden 
sein, das gemeinsam mit dem kiinstlich zugefiigten Endstiick Kom- 
plementfunktion ausiibte. Da die Milz nach der erfolgten griindlichen 
Durchspiilung mit Ringerlésung als serumfrei anzusehen war, so konnte 
das nachgewiesene Mittelstiick nur aus dem Organ selbst stammen (Tafel I). 


Tabelle I. 
Hiimolyse von 1,0 cem 10fach sensibilisierter Hammelblutkérperchen 
(5%) bei einem Gesamtvolumen von 2.5 cem. 





I. durch fallende Mengen 


CO,-Endstiick 5fach verdiinnt ohne sonstigen unter Zusatz von CO,-| unter Zusatz von Milz- 
rE i 





poe Zusatz Mittelstiick 0,1 extrakt 1,0 
1,0 Spur komplett k 

0,75 Spiirchen | k k 

0,5 0 k IN 

0,25 0 k iN 

0,1 0 mibig fast komplett 
0 0 0 0 

II. durch fallende Mengen unter Zusatz von CO,- 


CO,-Mittelstiick Sfach verd, MME Sonstigen Pnastiick Sfach ver- , UNter Zusatz von Milz- 


eres Zusatz diinnt 0,5 extrakt 1,0 
1,0 Q k 0 
0,75 0 k 0 
0,5 | 0 k 0 
0,25 0 k | 0 
0,1 0 kfk 0 
0 0 0 | 0 


Auch die vom Organ gebundenen sensibilisierten Blutkérperchen, 
die sich durch leichtes Aufschiitteln von Organstiickchen in Kochsalz- 
lésung leicht und fast frei von Organzellen suspendieren liefen, lésten 
sich in diesen Versuchen bei Zusatz von Endstiick. Das konnte eben- 
falls nur auf ihrem Gehalt an Mittelstiick beruhen, das vom Organ ge- 
liefert worden war. 

Wenn nun die Himolyse im Durchstrémungsversuch bei der Durch- 
leitung von sensibilisierten Hammelblutkérperchen durch die Hammel- 
milz ausbleibt, so konnte das Vorhandensein von Mittelstiick in der 
Milz nur auf dem Fehlen von Endstiick beruhen. Bei kiinstlicher Zufuhr 
von Endstiick an die vom Organ gebundenen sensibilisierten Blutkérper- 
chen mute dann deren Auflésung eintreten. 

In einem weiteren Durchstr6mungsversuch wurden daher durch eine 
Hammelmilz zunichst sensibilisierte Hammelblutkérperchen geleitet. 
Alsdann — eine Stunde nach vollstandiger Bindung der Blutkérperchen 
ans Organ — wurde Endstiick zugefiigt. (In diesen und den folgenden 
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Versuchen kamen die Komponenten des Komplements nur in solchen 
Konzentrationen zur Verwendung, die allein ohne die korrespondierende 
Komponente keine Hamolyse, zusammen mit der korrespondierenden 
Komponente aber vollstandige Auflésung von sensibilisierten Blut- 
kérperchen bewirkten.) Nach Zusatz des Endstiicks zeigte die vorher farb- 
lose Durchstrémungsflissigkeit zunehmende Rotfdrbung. Diese erreichte 
nach Ablauf einer Stunde etwa den Grad, der bei vollkommener Himo- 
lyse aller vom Organ gebundenen Blutkérperchen zu erwarten war. 
Damit war unsere Vermutung bestiatigt, da wihrend des Durchstré- 
mungsversuchs von der Hammelmilz zwar Mittelstiick in Mengen, die 
fiir die Haimolyse hinreichten, an die sensibilisierten Blutkérperchen abge- 
geben wird. Endstiick aber wird in Mengen, die zur Auflésung geniigen, 
nicht geliefert. Nur kiinstliche Zufuhr von Endstiick kann daher die Auf- 
lésung der gebundenen Blutkérperchen herbeifiihren. 


Ein analoges Versuchsergebnis wurde erzielt, wenn gleichzeitig mit 
den sensibilisierten Blutkérperchen auch Endstiick durch die Hammel- 
milz geleitet wurde. 

Nun hatte man sich den Ablauf der Vorginge, die zur Hiimolyse 
fiihren, etwa so vorstellen kénnen, daf das Organ an einzelne der 
kreisenden Blutkérperchen Mittelstiick abgibt, die nun von dem sie um- 
spiilenden Endstiick sogleich aufgelést werden. Das ist aber nicht der 
Fall. Auch bei Vorhandensein von Endstiick im Uberschu8 ging der 
Hamolyse wieder die Organbindung vorauf. Innerhalb von 5 Minuten 
nach Beginn des Versuchs waren alle Blutkérperchen aus dem Kreis- 
lauf durch die Milz abfiltriert. Dabei blieb die Durchstrémungsfliissig- 
keit zunichst klar. Erst nach der erfolgten Bindung setzten Auflésungs- 
erscheinungen der Blutkérperchen ein, die sich im Verlauf einer Stunde 
vervollstandigten. 

In einem zur Kontrolle vorgenommenen Versuch wurden, wie der Vollstandig- 
keit halber erwaihnt sei, auch persensibilisierte, d. h. mit Mittelstiick und Ambo- 
ceptor versetzte Blutkérperchen durch die Hammelmilz geleitet. Hier zeigte 
sich erwartungsgemaB keine Hamolyse. 

Die Hammelmilz zeigt also in ihrem Gehalt an Mittelstiick und ihrem 
Mangel an Endstiick Unterschiede gegeniiber der Meerschweinchenleber, 
die ja die volle komplettierende Wirkung ausiibt und also nicht nur Mittel- 
stiick, sondern auBerdem auch Endstiick enthalten muB. Ob es sich hier 
um allgemein geltende Unterschiede der beiden Organe, Milz und Leber, 
handelte, oder ob das verschiedene Verhalten der beiden Organe ihrem 
Ursprung von verschiedenen Tierarten zuzuschreiben war, muBte durch 
weitere Versuche an der Hammelleber entschieden werden. 


Die Durchstrémungsversuche an der serumfreien Hammelleber wurden 
mit der friiheren Versuchsanordnung vorgenommen, die sich dem gréBe- 
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ren Volumen des Organes anpassen muften. Gerade die GréBenverhilt- 
nisse, die unter anderem auch einen gréBeren Aufwand an Reagenzien, 
namentlich an Komplement erforderten, erschwerten nicht nur die 
Durchfiihrung, sondern auch die Deutung der Versuche. Wir heben aus 
diesen Versuchen daher nur die als sicher feststehende Beobachtung 
hervor, das dal} Organbindungsphinomen, das sich in der Hammelmilz 
bereits nach fiinf Minuten gezeigt hatte, in der Hammelleber bei erheb- 
lich gréBerer Masse des Organs und Verwendung gleicher Mengen sensibili- 
sterter Blutkérperchen erst nach einer Stunde vollstindig in Erscheinung 
trat. Wir haben fiir diese Tatsache nur die Erklirung, dai’ von 
der Hammelleber an die kreisenden Blutkérperchen geringere Mengen 
der Substanzen abgegeben werden, welche die Organbildung herbei- 
fiihren. 

Es werden von der Hammelleber also vermutlich geringere Mengen 
Mittelstiick abgegeben als von der Milz. Auflésungserscheinungen der ge- 
bundenen roten Blutkérperchen traten ebensowenig auf wie in der 
Hammelmilz. Wie dort lieB sich also Endstiick in der Hammelleber nicht 
nachweisen. Auch das Hammelserum ist bekanntlich arm an Endstiick. 
(In unseren Versuchen waren durchschnittlich 1,0 cem des konzentrier- 
ten Hammelserums nétig, um 0,5 ccm persensibilierte, d. h. mit Mittel- 
stiick und Amboceptor versetzte Blutkérperchen zu lésen, wihrend dazu 
0,02 cem Meerschweinchenserum geniigte.) Das Verhalten des Ham- 
melserums steht in dieser Beziehung also in Ubereinstimmung mit dem 
Verhalten von Milz und Leber. Wir konnten zwar feststellen, daB im 
‘Durchstr6mungsversuch sowohl die Hammelleber als auch die Hammel- 
milz Mittelstiick an die kreisenden Blutkérperchen abgibt. Uber das 
Verhalten des Endstiicks konnte aber Aufschlu8 nicht erhalten werden, 
weil dieses vom Hammel anscheinend tiberhaupt nur in geringen Men- 
gen gebildet wird, die méglicherweise im Durchstr6mungsversuche dem 
Nachweis entgingen. 

Nun weist zweifellos die Tatsache, daB Extrakte aus serumfreier 
Hammelmilz Mittelstiick enthalten, und dali dieses auch im Durch- 
str6mungsversuch an kreisende Blutkérperchen abgegeben wird, auf 
einen Vorrat dieses Organs an Mittelstiick hin. Ob es sich dabei um ge- 
speicherte Mengen handelte, oder ob eine fortlaufende Produktion von 
Mittelstiick im Sinne einer Sekretion vorliegt, vermégen wir durch diese 
Versuche noch nicht zu entscheiden. 


Zusammenfassung. 


Wisserige Extrakte aus serumfreier Hammelmilz enthalten Mittel- 
stiick. Im Durchstrémungsversuch erfolgt zwar eine Bindung der im 
kiinstlichen Kreislauf strémenden sensibilisierten Blutkérperchen an das 
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serumfreie Organ, eine Auflésung der so gebundenen Blutkérperchen 
tritt aber nicht in Erscheinung. Es wird an die Blutkérperchen Mittel- 
stiick vom Organ abgegeben, auf dessen Einwirkung vermutlich das 
,,Organbindungsphinomen* beruht. Es wird aber kein Endstiick in 
einer fiir die Hiamolyse hinreichenden Menge von der Milz geliefert, und 
nur bei kiinstlicher Zufuhr von Endstiick durch den Kreislauf an die ge- 
bundenen Blutkérperchen werden diese gelést. Ein analoges Verhalten 
zeigt die Hammelleber. Beide Organe weisen in ihrem Gehalt an Mittel- 
stiick und ihrem Mangel an Endstiick Ubereinstimmung mit den Eigen- 
schaften des Hammelserums auf, das reichliche Mengen Mittelstiick, 
aber nur sparlich Endstiick enthialt. 
































Uber die Bildung der Citronen- und Oxalsiure in den Citro- 
myces-Kulturen auf Zucker und das Verfahren zur quanti- 
tativen Bestimmung dieser Sauren. 


Von 
WI. Butkewitsch. 


(Aus der Landwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko. ) 
(Eingegangen am 19. April 1922.) 


Nachdem die Fahigkeit, aus Pepton und aus den Salzen verschie- 
dener organischer Saiuren, unter anderem auch aus denen der Citronen- 
saure, Oxalsdure zu bilden, bei Citromyces nachgewiesen war’), trat die 
Frage nach den wechselseitigen Beziehungen zwischen Citronen- und 
Oxalsiure in den Kulturen dieser Pilze auf Zucker in den Vordergrund 
des Interesses dieser Zusammenhinge. Die Erforschung bildet den Ge- 
genstand der weiter unten beschriebenen Versuche. 

Zu diesem Zwecke war es notwendig, ein hinreichend sicheres und 
einfaches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Citronen- und 
Oxalsaure nebeneinander zu haben. Nach einigen vorlaufigen Priifungen 
hielt ich mich an die Methode, welche sich auf die ungleiche Léslichkeit 
der Calciumsalze in Sauren griindet. Das hier von mir angewandte Ver- 
fahren wurde entsprechend der Bedingungen ausgearbeitet, in denen 
man die Bestimmungen der Citronen- und Oxalsiiure bei der Analyse 
der Kulturen ausfiihren mufte, die diese Sauren gewOhnlich als ihre Cal- 
ciumsalze enthielten. 


I. Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Citronen- und Oxalsaure. 


Von der ungleichen Léslichkeit der Calciumsalze ausgehend, konnte 
man zur Trennung der Citronen- und Oxalsiure voneinander zwei Wege 
einschlagen: 1. das Extrahieren der Mischung ihrer Calciumsalze durch 
Saure bei Bedingungen, unter denen nur Calciumcitrat in Lésung tiber- 
geht; 2. die Oxalsiure, nach dem Auflésen beider Salze in Salzsiure, durch 
teilweise Neutralisierung als Calciumsalz abzuscheiden. Als auflésende 
und die Fallung hemmende Saéucen wurden Salz- und Essigsaure an- 
gewandt. 


1) Vgl. WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 129, 464. 1922. 
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Die Grundlage zur Feststellung der Bedingungen, welche die oben ge- 
nannte Auflésung und Fillung bewirken, gaben zwei Versuchsreihen. 
In einer (1) dienten als Ausgangsmaterial die Calciumsalze der Citronen- 
und Oxalsiiure, in den anderen (I1) die Lésungen dieser Siuren, denen 
Calciumearbonat in einigem Ubermae zugesetzt wurde. 


1. Versuche mit den Calciumsalzen der Oxal- und Citronensaure. 

Dieser Serie gehéren drei Versuche an: die Bestimmung a) der Oxal- 
siiure im Calciumoxalat, b) der Citronensiiure im Calciumcitrat und c) 
der einen so wie auch der anderen Saure im Gemisch dieser Salze. 

a) Calciumoxalat, 0,5 g Oxalat wurden 25 ccm Wasser und 6cem 4,5 proz. 
Salzsiure zugesetzt. Die letztere enthielt soviel HC] (ca. 0,25 g), daB sie dem zur 
Analyse genommenen Salz beinahe aquivalent war. Der Niederschlag léste sich 
auch beim Kochen nicht auf. Der erhitzten Fliissigkeit wurden noch 3 ccm 4,5 proz. 
und 3 mal je 1 ccm 20 proz. Salzsiiure allmahlich bis zur vollstandigen Auflésung 
des Niederschlages zugesetzt. Insgesamt wurde 1 g HCl angewendet. Die Gesamt- 
menge der Fliissigkeit betrug 35—40 ccm, und sie enthielt ca. 2,59, HCl. Der 
erhitzten Fliissigkeit wurde Natriumacetat in einer der zugesetazten Salzsiure 
aquivalenten Menge, d. h. also 16 cem 25proz. Lésung (4g NaC,H,0, - 3 H,O), 
portionsweise zugegeben; schon die 1. Portion von 5ccm gab einen reichlichen 
Niederschlag. Nach Absetzen wurde der Niederschlag abfiltriert und getrocknet. 
Das Wagen desselben gab 0,479 g. Beim Titrieren des in Schwefelsiure gelésten 
Niederschlages mit Kaliumpermanganatlésung (Titer 0,00903 g Oxalsiure auf 
lccm; beim Titrieren wurden 32,6 ccm verbraucht) wurden 0,2962 g oder 61,8% 
Oxalsdiure (C,0,H,) in demselben gefunden’). 

b) Calciumcitrat. 0,5 g Citrat wurden in 20 ccm Wasser und 5 cem 4,5 proz. 
Salzsiure (die Menge HCl, ca. 0,2 g, ist beinahe dem zur Analyse genommenen 
Salze aquivalent) ohne Erhitzen gelést. In der erhitzten Fliissigkeit wurden 4 ccm 
25 proz. Natriumacetatlésung, d. h. 1g NaC,H,0,-3H,0, hinzugetan — die 
Menge, welche der zum Auflésen verwandten Salzsiure aquivalent ist. In der 
nach dem Erhitzen sich selbst iiberlassenen Fliissigkeit schied sich ein bedeutender 
Niederschlag aus. Darauf wurde Salzsiure bis zum vollstandigen Auflésen des 
vom Natriumacetat sich bildenden Niederschlags und Natriumacetat in einer 
der zugesetzten Salzsiure aquivalenten Menge der erhitzten Fliissigkeit portions- 
weise aufeinanderfolgend und abwechselnd zugesetzt, solange bis ein Zusatz 
von Natriumacetat schon keine Bildung des Niederschlages mehr _ hervorrief. 
Auf diese Weise wurde insgesamt 1,2 g HCl verbraucht. Die Gesamtmenge der 
Flissigkeit wurde auf dem Wasserbade durch Abdampfen etwas eingeengt und 
durch Ammoniak (bis zur schwach sauren Reaktion) neutralisiert. Nach dem 
Kochen wurde der dabei sich bildende Niederschlag des Calciumcitrats abfiltriert 
und bei 100—105° getrocknet. Er wog 0,358 g. 

c) 0,5 g Calciumoxalat und 0,5 g Calciumettrat wurden 45 ccm Wasser und 
11 cem 4,5 proz. HCl, darauf nach Erhitzen der Fliissigkeit noch 5 ccm 20 proz. Salz- 
siiure (in Portionen von je 1 ccm) bis zur vollstandigen Lésung des Niederschlages 
zugesetzt. Der bis zum Kochen erhitzten Lésung, die ca. 2,5% HCl enthielt und 
das Volumen 65 ccm hatte, wurde Natriumacetat in einer der zum AufJésen ver- 
brauchten Salzsiure aquivalenten Menge (25 ccm 25proz. Lésung, d. h. 6,25 g 
NaC,H,0, +3 H,O) zugetan. Der dabei sich bildende Niederschlag von Calcium- 
oxalat wurde nach Absetzen abfiltriert und getrocknet. Das Gewicht des trockenen 


1) Calciumoxalat (C,0,Ca + H,O) enthalt 61,649 Oxalsiure (C,0,H,). 
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Niederschlages ergab 0,482 g. Beim Titrieren mit Permanganat]ésung [verbraucht 
32,9 com, Titer ist oben angegeben, vgl. a)] wurden 0,2971 g oder 61,69, Oxalsaure 
im Niederschlage gefunden. 

Das Filtrat wurde bis zum Volumen 40—50 ccm durch Abdampfen eingeengt 
und durch Zusatz von Ammoniak bis zur schwach sauren Reaktion neutralisiert. 
Der Niederschlag des Calciumcitrats wurde nach dem Kochen abfiltriert und 
getrocknet. Er hatte das Gewicht von 0,365 g. 

Im folgenden geben wir eine Zusammenstellung der Ergebnisse der 
drei soeben beschriebenen Versuche. 


Tabelle I. 


Versuch @ | Versuch 6 Versuch ¢ 








Ca-oxalat Ca-citrat Ca-oxalat Ca-citrat 
£ Xu g g 


genommen 0,500 0,500 0,500 0,500 
gefunden 0,479 0,358 0,482 0,365 


Differenz 0,021 0,142 0,018 0,135 








Es gelingt also bei den Bedingungen, unter denen die Bestimmungen 
der Oxal- und Citronensiiure ausgefiihrt wurden, die Oxalsiure als Cal- 
ciumsalz auszuscheiden ohne die Citronensiure mitzufallen. Fir Cal- 
ciumoxalat stimmen die bei der Analyse erhaltenen Werte mit der ge- 
nommenen Menge gut iiberein. Eine gréBere Divergenz gibt Calcium- 
citrat, welches bekanntlich eine bedeutend gréBere Léslichkeit in Wasser 
als Calciumoxalat besitzt. 


2. Versuche mit Citronen- und Oxalsiure + Calciumearbonat. 


Bei diesen Versuchen wurden die Bestimmungen der Citronen- und 
Oxalsiiure unter Bedingungen ausgefiihrt, die sich denjenigen nahern, 
welche in den der Analyse unterliegenden Kulturen vorhanden waren. Als 
Ausgangsmaterial dienten die Lésungen der Sauren, denen Calcium- 
carbonat in derselben Menge, wie auch den Kulturen bei unseren Ver- 
suchen mit Pilzen, zugesetzt wurde. Unter solchen Bedingungen wurden 
zwei Versuche durchgefiihrt. Zwei gleichen Portionen von Calciumcarbo- 
nat zu je 3g wurden 25ccm Wasser, 15 ccm 20 proz. Citronensaure- 
(3g) und 10 ccm 5proz. Oxalsiurelésung (0,5 g) zugesetzt!). Dieses im 
Kochschen Sterilisator erhitzte Gemisch diente in beiden Versuchen als 
Ausgangsmaterial fiir die Analyse. In einem (A) wurde die Trennung 
des Calciumoxalats durch Extrahieren des Gemisches unter Be- 
dingungen, bei denen nur Calciumcitrat in Lésung tibergehen konnte, 
erreicht; im anderen (B) — dadurch, daf die Oxalsiure, nachdem die 


1) Dieses Gemisch enthalt, auf die angewandten Sauren berechnet, einen Uber- 
schu8 von CaCO,. Zur Bildung ihrer Calciumsalze sind nur ca. 2,3 g CaCO, not- 
wendig. 
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Calciumsalze des Gemisches in Salzsiure vollstandig aufgelést waren, 
als Calciumoxalat, bei den die Fallung der Citronensiure ausschhe®enden 
Bedingungen, aus der Lésung niedergeschlagen wurde. — Auferdem 
wurde in jeder der fiir die Versuche gebrauchten Lésungen die in den- 
selben enthaltene Siure nach dem gewohnlichen Verfahren, als Cal- 
ciumsalz, bestimmt (Kontrollbestimmungen C und D),. 


A. Zum obengenannten Gemisch wurden 50 ccm 4,5 proz. Salzsiure (d. h. 
2,25 g HCl — eine Menge, die dem genommenen Calciumcarbonat beinahe aqui- 
valent ist) zugesetzt. Nach dem Erhitzen und Absetzen wurde der unaufgelést 
gebliebene Niederschlag abfiltriert und getrocknet: 0,5655 g. Nach dem Titrieren 
mit Chamialeonlésung [verbraucht 38,4 ccm; Titer ist oben, beim Versuch a) 
angegeben] enthielt der Niederschlag 0,3468 g oder 61,39 wasserfreie Oxalsiure 
(C,0,H,). Bei der Berechnung der wisserigen Siure (C,0,H, - 2 H,O) erhalten 
wir 0,4880 g — einen Wert, welcher der Menge der genommenen Oxalsiaure (0,5 g) 
nahekommt. 

Die vom Calciumoxalat abfiltrierte Fliissigkeit wurde erhitzt und beim Kochen 
durch Ammoniak neutralisiert. Der gebildete Niederschlag des Calciumnitrats 
wurde abfiltriert. Das erhaltene Filtrat wurde auf dem Wasserbade eingeengt 
und der dabei sich noch bildende geringe Niederschlag abfiltriert. Beide auf diese 
Weise erhaltenen Niederschlige wurden getrocknet. und gewogen. Sie wogen 
1, 3,658 g + 2, 0,163 g = 3,821 g. Diesem Gewichte des Calciumsalzes entsprechen 
2,865 g Citronensiure!) (genommen 3 g). 

B. Dem zur Analyse genommenen Gemisch (demselben wie auch im Versuch A) 
wurden 50 cem 4,5proz. und darauf noch aufeinanderfolgend 10 ccm (beim Er- 
hitzen blieb noch ein ungeléster Riickstand) und 5 cem 20 proz. Salzsdure zugesetzt, 
worauf der Niederschlag ohne Riickstand in Lésung iiberging. Die Gesamtmenge 
der zugesetzten Salzsiure (HCl) machte 5,25 g aus. Darauf wurden 40 ccm 25 proz. 
Natriumacetatlésung nach und nach portionsweise zu je 10 ccm, bis zum Aufhéren 
der Niederschlagsbildung, der erhitzten Fliissigkeit zugesetzt. Der abgesetzte 
Niederschlag wurde abfiltriert und getrocknet: 0,5635 g. Nach dem Titrieren 
mit Chamileonlésung (verbraucht 38,3 ccm; Titer ist oben angegeben) enthielt 
der Niederschlag 0,3458 g (61,4%) wasserfreie (C,0,H,) oder 0,4842 g wiisserige 
(C,0,H, - 2 H,O) Oxalsiure (genommen 0,5 g). 

Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten Fliissigkeit wurde Calciumcitrat, 
ebenso wie auch im vorigen Versuche A, ausgeschieden. Die erhaltenen Nieder- 
schlige wogen 1, 3,7885 g + 2, 0,0550 g = 3,8435 g, was 2,883 g Citronensdure 
entspricht. 

C. Von der in den vorigen Versuchen gebrauchten Oxalsiurelésung wurden 
10 ccm genommen, mit 25 cem Wasser verdiinnt und mit Ammoniak neutralisiert. 
In dieser Lésung wurde die Oxalsiure nach dem gewohnlichen Verfahren durch 
Fallung mit Calciumacetat bestimmt. Der erhaltene Niederschlag wog 0,573 g. 
Nach Titrieren mit Chamileon (38,9 ccm) enthielt er 0,3513 g (61,3%) C,0,H, 
oder 0,4918 g C,0,H, «2 H,0. 

D. Es wurden 15 ccm 20proz. Citronensiurelésung (wie auch in den Ver- 
suchen A und B), 25 ccm Wasser und 2,5 g Calciumcarbonat genommen. Nach 
dem Erhitzen dieses Gemisches wurden 40 ccm 4,5 proz. Salzsaure (d. h. 1,8 g HCl 
— die Menge, welche dem genommenen CaCO, aquivalent ist) demselben zugesetzt. 
Aus der auf diese Weise erhaltenen Lésung wurde die Citronensiure ebenso wie 


1) Der Gehalt an Citronensiure (C,H,O,-H,O) in ihrem Calciumsalz macht 
beinahe 3/, seines Gewichtes aus. 
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in den Versuchen A und B als Calciumsalz ausgeschieden. Die erhaltenen Nieder- 
schlaige wogen 1, 3,728g + 2, 0,118 g = 3,846 g, was 2,8845g Citronensiure 
entspricht. 

Die bei den Versuchen A, B, C und D erhaltenen Resultate sind in der 
nachfolgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Versuch A Versuch B Versuch C Versuch D 


Oxalsiure Citronens. | Oxalsiure Citronens. | Oxalsiure  Citronens. 
g g g | g g g 


genommen| 0,500 3,000 0,500 3,000 0,500 3,000 
gefunden | 0,488 2,865 0,484 2,883 0,492 2.885 


Differenz 0,012 | 0,135 0,016 0,117 0,008 0,115 











Aus den in der Tabelle II angefiihrten Angaben sieht man, daB sowohl 
das eine, wie auch das andere der von uns versuchten Verfahren zur 
Trennung der Oxal- und Citronenséure voneinander vollig befriedigende 
Resultate ergibt. 

Bei der Analyse der Kulturen, welche Citronen- und Oxalsiure als 
Calciumsalze enthielten, wurde zuerst das Extrahieren mit schwacher 
Salzsiiure (2—2,5°,) unter Bedingungen, bei denen nur Calciumcitrat 
in Lésung iibergeht, angewandt, darauf wurde zur Auflésung des Cal- 
ciumoxalats der bei der ersten Extraktion ungelést gebliebene Riick- 
stand mit starkerer Salzsiure (5—10°,) gekocht. In den auf diese Weise 
erhaltenen Lésungen wurde die Citronen- und Oxalsiure nach den iib- 
lichen Verfahren bestimmt, indem sie als Calciumsalze ausgeschieden 
wurden. 

Wenn die Citronen- und Oxalsiure sich nicht als Kalk- sondern als 
lésliche Alkalisalze in den Kulturen befanden, wurden sie gewohnlich 
zusammen durch Umwandlung in die Calciumsalze mittels Calcium- 
acetats aus der Lésung ausgeschieden. Nach der Bestimmung des Ge- 
samtgewichtes ihrer Calciumsalze wurde der Niederschlag in Salzsiure 
aufgelést und aus dieser Lésung die Oxalsiure als Calciumsalz mittels 
Natriumacetat von neuem niedergeschlagen. Auf diese Weise wurde 
die Oxalsiiure abgetrennt und bestimmt, und darauf der Gehalt der 
Citronensiure im untersuchten Niederschlag aus der Differenz (Ge- 
samtgewicht der Calciumsalze — Oxalatgewicht) ermittelt. 


In dem ersten der Versuche'), welche zur Aufgabe hatten, die wech- 
selseitige Beziehung der Citronen- und Oxalsiure in den Citromyces- 
Kulturen auf Zucker klar zu stellen, wurden die letzteren bei relativem 
Stickstoffmangel angesetzt, d. h. unter der Bedingung, welche nach den 


1) Diese Versuche wurden im Sommer 1918 angestellt. 
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Angaben von Mazé und Perrier!), die spater von anderen Autoren?) 
bestatigt wurden, als besonders giinstig fiir die Anhaiufung der Citronen- 
siiure erscheinen. Nach den Versuchen von Mazé und Perrier und von 
Buchner und Wiistenfeld, so wie auch nach den friiheren von Wehmer, 
erreicht die Ausbeute dieser Siure in den Citromyces-Kulturen mit Cal- 
ciumearbonat 50°, des in ihnen sich befindenden Zuckers. In solchen 
Kulturen haben die genannten Autoren keine anderen Produkte aufer 
Citronensaure und Kohlendioxyd nachgewiesen. 


II. Versuch A—B: Kulturen auf Rohrzucker mit Caleiumearbonat und 
mit Ammoniumnitrat oder Bohnenabsud als Stickstoffquelle. 

In diesem Versuch wurden zwei Lésungen als Substrat fiir die Kul- 
turen gebraucht. In der einen dienten Ammoniumnitrat und das ge- 
wohnliche Salzgemisch (KH,PO,, MgSO,, Fe,Cl, und ZnSQ,) als Stick- 
stoff- und Nahrsalzquelle, in der anderen — ein Bohnenabsud (von der 
weifen Phaseole), welcher nach Mazé%) hergestellt wurde; jedoch wur- 
den die quantitativen Verhaltnisse zwischen Bohnen- und Extraktions- 
wasser etwas modifiziert, und zwar wurden 150g Bohnen (statt 100 g 
nach Mazé) auf 11 Wasser genommen. Als Kohlenstoffquelle diente in 
beiden Lésungen Rohrzucker‘). 

Die Zusammensetzung der Nahrlésungen: 

A B 
Rohrzucker. . . . . 10% 
Waser + | NINO, Bie 3s Sidi ee Bohnenabsud + Rohrzucker.. 10% 
Salze (ZnSO,—0,01%) 0,1% 

Fir die Kulturen wurden folgende Pilze genommen: Citromyces 
glaber, C. Pfefferianus, C. citricus, Penicillium glaucum, drei Citromyces- 
Arten, die im Moskauer bakteriologischen Laboratorium isoliert wurden 
und durch die Buchstaben «, #, und y bezeichnet sind, und auferdem 
vier von mir selbst isolierte Pilze, und zwar zwei Citromyces-Arten, von 
denen die eine aus 20 proz. Lésung der Citronensaiure, Citrom C, und die 
andere aus gesittigter Loésung der Bernsteinsiure, Citrom. s, isoliert 
wurde, und zwei Pilze mit einem makroskopischen Aussehen von 
Penicillium, von denen der eine von verschimmeltem Brot, Pen. J, und 
der andere von verschimmelter Wurst, Pen. 2, isoliert wurde). 


1) P. Mazé et A. Perrier, Ann. de l’inst. Pasteur 18, 553. 1904. 

*) Ed. Buchner und H. Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395. 1909. — R. O. Her- 
zog und A. Polotzky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 59, 125. 1909. 

3) P. Mazé et A. Perrier, 1. ¢. ; 

4) Im gegebenen Falle wurde Rohrzucker als einziger Zucker, welcher in der 
fiir Anstellung dieses Versuchs hinreichenden Quantitaét zu meiner Verfiigung 
stand, gebraucht. 

5) Die:4 letzten Pilze sind in morphologischer Hinsicht bisher noch nicht naher 
untersucht; die Benennungen Citromyces und Penicillium kénnen~ihnen daher 
nur vermutungsweise beigelegt werden. 
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Alle in diesem Versuch gebrauchten Pilze wurden zuerst auf 12 proz. 
Citronensiiurelésung kultiviert. Das wurde mit Riicksicht auf Lite- 
raturangaben!) gemacht, nach denen eine solche Kultur die Fahigkeit 
des Pilzes, diese Saiure zu bilden, bei der nachfolgenden Kultur auf 
Zucker steigert. Fiir Citrom. glaber wurden auch die erginzenden 
parallelen Kulturen mit Impfung vom urspriinglichen Pilze, welcher 
der Kultur auf Citronensiiure nicht unterworfen wurde, aufgestellt. 

Fiir jede Kultur wurden je 50 cem Nahrlésung genommen. Nach der 
Impfung wurden alle Kulturen bei Zimmertemperatur, die im Laufe 
des Versuches zwischen 24—27° schwankte, stehengelassen. 

Zehn Tage nach der Impfung, als sich eine hinreichend starke Pilz- 
decke in den Kulturen gebildet hatte, wurden je 3g durch Erhitzen 
sterilisiertes Calciumcarbonat allen Kulturen hinzugesetzt. Dabei wurde 
ein Aufbrausen infolge der Ausscheidung von Kohlendioxyd nur in den 
Kulturen Pen. 1 und Pen. 2 beobachtet. 

Zu dieser Zeit war die Entwicklung der verschiedenen Pilze auf den 
Lésungen A und B ungleich. In den Kulturen von Citrom. glaber, C. 
citricus, Citrom. C. und Citrom. s. waren die Pilzdecken auf der Lésung B 
sichtlich besser entwickelt als auf A; bei den iibrigen Pilzen zeigte sich 
das Umgekehrte (in den Kulturen von Pen. 2 war dieser Unterschied 
schwach ausgepriigt). Dieser Unterschied glich sich in der Folge 
allmahlich aus und zum Schlusse des Versuches war er wenig bemerk- 
bar. 

Nach 50 Tagen wurden die Kulturen zur Analyse gebracht, nachdem 
-sie im Kochschen Sterilisator abgetétet worden waren. Die Analyse 
wurde nach folgendem Verfahren ausgefiihrt. 

Der zur Analyse genommenen Kultur wurden 50 cem 4,5 proz. Salz- 
siiure?) nach und nach portionsweise beim Erhitzen hinzugesetzt. Nach 
halbstiindigem Kochen wurde die Lésung mit der Pilzdecke stehenge- 
lassen und nach dem Abkiihlen durch einen gewogenen Filter abfiltriert 
(Filtrat I). Darauf wurde die Pilzdecke auf das Filter iibertragen und 
nach Auswaschen mit demselben getrocknet und gewogen. Auf diese 
Weise wurde das Gesamtgewicht der Pilzdecke und des sich in der Kul- 
tur befindenden und ungelést gebliebenen Calciumoxalats*) bestimmt. 
Um das letztere zu isolieren, wurde der Niederschlag zusammen mit dem 
Filter mit 5 proz. siedender Salzsiiure (50 cem) extrahiert. Die Losung 
wurde filtriert und die Oxalsiure aus dem Filtrat als Calciumsalz aus- 
geschieden. Nachdem die Menge des sich in der Kultur befindenden 


1) Vgl. Ed. Buchner und H. Wiistenfeld, 1. c. 

*) Die Menge von HCl ist dem der Kultur zugesetzten Calciumcarbonat 
beinahe aquivalent. 

3) Das in den Kulturen befindliche Calciumoxalat lagerte sich hauptsichlich 
in der Pilzdecke ab. 
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Calciumoxalats festgestellt war, wurde das Pilzdeckengewicht nach der 
Differenz [(Pilzdecke + Oxalat) — Oxalat] bestimmt. — Die Citronen- 
siiure wurde im Filtrat 1 bestimmt, nachdem es durch Zusatz von Na- 
triumacetat auf Abwesenheit der Oxalsiure gepriift war. Dieses Filtrat 
wurde auf dem Wasserbade auf 40—50 ccm eingeengt und mit Ammoniak 
neutralisiert. Der dabei gebildete Niederschlag wurde nach Erhitzen 
abfiltriert, getrocknet und gewogen. 

Alle Calciumoxalatniederschlige wurden nach Auflésung in Schwefel- 
siure mit Chamileon titriert und dadurch identifiziert. 

Die Identifizierung der Citratniederschlige stiitzte sich in den mei- 
sten Fallen teils auf ihr charakteristisches (makro- und mikroskopisches) 
Aussehen, teils auf die Reaktion von Denigés!). Aus den Niederschlagen, 
die von den Kulturen des Citrom. glaber und Pen. 2 stammten, wurde 
die Citronensdure auch als solche ausgeschieden und durch Filtrieren mit 
'/,9 N-Barytlésung identifiziert?). 

Fast in allen Kulturen wurde die Oxalsiure neben der Citronensiaure, 
in einigen Fallen in ziemlich bedeutender Menge, nachgewiesen. 

Bei der Analyse der Kulturen von Penicillium glaucum wurde die 
Ausscheidung des fiir das Citrat charakteristischen Niederschlages nicht 
beobachtet. Der sich dabei bildende geringe Niederschlag hatte das 
Aussehen von braunen Flocken. Nach der Befreiung der Fliissigkeit von 
diesem Niederschlage durch Filtrieren schied sich im Filtrat nur bei 
lange dauerndem Stehen ein geringer krystallinischer Niederschlag als 
Kruste am Boden des Glases aus. Nach seinem Aussehen unter dem 
Mikroskop war dieser Niederschlag dem Calciumcitrat ahnlich, und, in- 
Schwefelsiure gelést, gab er deutlich die Reaktion von Denigés. Also 
scheint auch Penic. glaucum die Fahigkeit zur Bildung der Citronensiure 
zu besitzen, die Bedingungen fiir ihre Anhaiufung sind aber in seinen Kul- 
turen weniger giinstig als in denen der iibrigen in dieser Versuchsreihe 
gepriiften Pilze. 

Die nachfolgende Tabelle stellt eine Zusammenfassung der bei den 
Kulturanalysen erhaltenen Resultate dar. 

Zur Zeit der Analyse war der Zucker in allen Kulturen verbraucht. 
Die relativen Mengen der in den Kulturen gefundenen Citronensaure 

1) G. Denigés, Ann. de Chim. et de Phys. (VII) 18, 382. 1899. 

*) Die aus den Kulturen ausgeschiedenen Citratniederschlige wurden mit. 
Schwefelsiure bearbeitet. Nach dem Kochen wurde die Lésung durch Filtration 
von Calciumsulfat abgetrennt, durch Abdampfen auf dem Wasserbade stark 
eingeengt und stehengelassen, Die beim Stehen auskrystallisierende Citronensdure 
wurde von der Mutterlauge abgetrennt, im Exsiccator getrocknet und durch 
4/,9-Barytlésung mit Phenolphthalein als Indicator titriert, Beim Titrieren der 
Citronensiurepriparate, die aus den Kulturen von Citrom. glaber und Pen. 2 
erhalten waren, wurden entsprechend 14,2 und 14,4.ccm %/,9-Barytlésung auf 
100 mg der genommenen Substanz verbraucht, Theoretisch miiBten fiir Citronen- 
siure 14,3 ccm verbraucht werden. 
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Tabelle A—B. 





Beim Titrieren des Ca- 
Pilzdecke Oxalats mit Permanganat 
(Titer = 0,00903 g Oxalsdure 


(ohne Caleium- Calcium- 
Calcium- citrat oxalat auf 1 ccm) 
| Oxalat) Permang. C,0,H, gefunden 
verbr. 
re. g g ecm ing in %*) 
Citrom. glaber Gi 1,0495 1,0005 0.1820] 12.5 0.11287) 62,0 
(urspriing]. Kultur) B. 0,9510 0.5405 0.2990} 20,5 0.18511! 61,9 
Citrom. glaber fA 0,9615 1.0370 0.1945] 13.6 0.12281) 63,1 
(Kultur auf Citronens. |B 1,0140 0.3225 0.2830} 19.3 | 0.17428) 61.6 
Citrom. Pfefferiams {3 0,7510 0.5675 0 : . 
, “ r “i 1,4595 | 0,1085 74 0.06682) 61,6 
” a, fA) 0.6715 0.0385 0,2740] 186 0.16796! 61,3 
Culrom. curicus VB) 0.9900 0.5020 | 0.0910] 6.2 0.05599 61.5 
Clee & fA) 0,9060 1,3540 0.1055 7.2 |0,06502 61,6 
at \B)) 1,1770 0.7380 0.4920] 33,6 | 0.30341) 61,7 
Citrom. B fA) 0,9995 | 1.1280 | 0,0995] 6.8 |0,06140 61,7 
me \B)) 1.3345 0.3910 |0.2720] 186 016796) 61,7 
Citrom. y fA} 0,7640 0.9940 | 0.0985 6.8 0,06140 62,3 
: \B | 90,7330 0.5370 0.5670] 39,0 0.35217 62,1 
ities a JA}! 0,9195 1,1730 | 0,0965 6.7 0,06050 62,7 
s \B|| 0,9180 | 06520 |0,3075] 208 0.18782) 61,1 
1° fA) 0,8930 1,2650 | Spuren -- — — 
ehacraetbi \B| 0.9020 0.4675 04930] 33,7 0.30431 61,7 
Penie. I fA|| 0,7300 0.3745 § 0,0800 5.5 0,04966) 62,1 
F \B|| 0.8190 1,3620 _ 0,0430 3,0 0,02709 63,0 
Pesta: £1 fA) 0,6070 15690 0.0480 3,3. 0,02989) 62,1 
5 \B|| 0.8350 1,7205 | 0,0230 16 0.01445) 62,8 
(4 0,7990 ein wenig 0 — — _ 


Penic. glaucum i nicht nach- 
\B 0,5740 gewlesen 0 ~ be i 





*) Calciumoxolat (C,0,Ca - H,O) enthalt 61,64°/, Oxalsiure (C,0,H,). 


sind verhiltnismaBig unbedeutend und nirgends nahern sie sich dem 
Werte, der fiir die maximale Ausbeute derselben von Mazé und anderen 
Autoren angegeben wird. Die héchste Menge der Citronensaure, welche 
wir in den Kulturen von Pen. 2 finden, macht nur 25° des verbrauchten 
Zuckers aus. Das scheint wenigstens teilweise durch verhaltnismabig 
spaten Zusatz von Calciumcarbonat zu den Kulturen bedingt zu werden, 
da zu dieser Zeit ein bedeutender Teil des Zuckers schon verbraucht 
war. Dafiir spricht unter anderem auch die Tatsache, dab die Kulturen, 
in denen die Pilzdecken zur Zeit des Calciumcarbonatzusatzes starker 
entwickelt waren, zum Schlusse des Versuches weniger Citronensaure 
enthielten, als diejenigen, welche in der Mycelentwicklung zuriickblieben. 
Das Anhaufen der freien Citronensiure fand in irgendwelcher bedeuten- 
den Menge, soviel man nach dem Aufbrausen der Fliissigkeit beim Cal- 
ciumearbonatzusatz urteilen konnte, auBer in den Kulturen von Pen. 1 
und Pen. 2, wie das schon oben erwahnt ist, nicht statt. Das war wahr- 
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scheinlich von der Temperatur abhingig, die wihrend des Versuches 
von Zeit zu Zeit 27° erreichte'). 

Was die relativen Mengen der Citronen- und Oxalsiure anbetrifft, 
so kann man ein umgekehrtes Verhaltnis zwischen ihnen in den meisten 
Fallen nachweisen: mit der Abnahme der Menge der ersteren nimmt die 
der letzteren zu und umgekehrt. Diese Korrelation findet ihre Erklarung 
in der Bildung des Oxalats auf Kosten des Citrats, d. h. in der Um- 
wandlung des letzteren, die Wehmer annahm, nachdem er die An- 
wesenheit der Oxalsiure in den alteren Kulturen von Citromyces nach- 
gewiesen hatte. 

Die Citronensiiure scheint also ein Zwischenprodukt in der Stoff- 
umwandlung, die vom Zucker zur Oxalsiiure fiihrt, darzustellen. Weiter 
entsteht die Frage, ob sie ein normales Produkt in der Stoffumwandlung 
bei den Pilzen, bei denen ihr Nachweis gelang, bildet, oder ihr Entstehen, 
wie einige annehmen, im Zusammenhange nur mit auferordentlichen 
anormalem Existenzbedingungen der zu ihrer Bildung fahigen Organis- 
men steht. 

An die Lésung dieser Frage kann man nur durch die nihere Fest- 
stellung der Bedingungen fiir die Bildung und den Verbrauch der Ci- 
tronensaure herantreten. Aus diesen zwei Faktoren setzt sich der Vor- 
gang zusammen, welcher die mehr oder weniger bedeutende Anreiche- 
rung oder auch das vollstiindige Fehlen derselben in den Kulturen her- 
beifiihren kann. Einiges Material fiir die Feststellung dieser Bedingun- 
gen geben unsere weiteren Versuche, deren Ergebnisse wir in einer beson- 
deren Abhandlung erértern werden. 


Zusammenfassung. 

Zur quantitativen Trennung und Bestimmung der Citronen- und 
Oxalsiiure kann man die ungleiche Léslichkeit ihrer Calciumsalze in 
Sauren benutzen. 

Die Trennung des citronen- und oxalsauren Calciums voneinander ist 
auf zwei Wegen zu erreichen, und zwar 1. durch Extrahieren des Ge- 
misches der beiden Salze mit schwacher Salzsiiure bei Bedingungen, die 
nur die Auflésung des Calciumcitrats zulassen, und 2. durch vorher- 
gehende Auflésung beider Salze in Salzsiure und durch Ausscheidung 
der Oxalsiiure als Calciumsalz aus der so erhaltenen Lésung bei Bedin- 
gungen, welche die Méglichkeit der Fallung des Calciumcitrats aus- 
schlieBen. 

Falls die Citronen- und Oxalsiure nicht als Kalk-, sondern als lés 
liche Alkalisalze vorliegen, so werden sie durch Umwandlung.in Calcium- 
salze aus der Lésung zusammen ausgeschieden und darauf durch eins 
der oben genannten Verfahren voneinander getrennt. | 


1) Die Kulturen wurden im Sommer bei Zimmertemperatur angesetzt. 
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In den lange geziichteten Kulturen auf 10 proz. Rohrzuckerlosung 
mit Calciumcarbonat bei relativem Stickstoffmangel (0.1°., NH,NO, odet 
Bohnenabsud nach Mazé) haiufen die Pilze, welche die Fahigkeit zur 
Bildung der Citronensiiure besitzen, neben der letzteren auch die Oxal- 
siiure in mehr oder weniger bedeutender Menge an. Diese Erscheinung 
ist fir alle von uns untersuchten zehn Pilzarten, mit alleiniger Aus- 
nahme von Penic. glaucum'), festgestellt. 

Die relativen Mengen von Citronen- und Oxalsiure, in denen sie in 
den Kulturen vorkommen, sind in den meisten Fallen umgekehrt pro- 
portional: mit Abnahme der Menge der ersteren nimmt die der zweiten 
zu und umgekehrt. Diese Korrelation offenbart die Umwandlung der 
Citronensiure in Oxalsiure, durch welche die erstere gleichsam ersetzt 
wird, die Umwandlung, welche Wehmer annahm, der zuerst die Ent- 
stehung der Oxalsiure in den alteren Kulturen von Citromyces be- 
obachtete. 


1) In den Kulturen von diesem Pilze wurde nur eine geringe Menge der Citronen- 
siure, bei vélligem Fehlen der Oxalsiure, nachgewiesen. 
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Uber den Verbrauch und die Bildung der Citronensiiure in den 
Kulturen von Citromyees glaber auf Zucker. 


Von 


WI. Butkewitsch. 
(Aus der Landwirtschaftlichen Akademie Moskau, Petrowsko-Rasumowsko. ) 
(Eingegangen am 19. April 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Daf die Pilze die Citronensaure als Kohlenstoffquelle gut ausniitzen 
kénnen, wurde schon von Ndgeli festgestellt und darauf des 6fteren 
von anderen Autoren bestiatigt. Bekanntlich entwickeln sich die Citro- 
myces-Arten auf dieser Séiure besonders gut, woraus sich ergibt, da sie 
dieselbe in den Fillen, wo sie die einzige Kohlenstoffquelle bildet, 
leicht assimilieren. 

Als Illustration des Verbrauches der Citronensiure durch Citromyces- 
Arten beim Fehlen anderer Kohlenstoffquellen kénnen die weiter unten 
folgenden Angaben dienen, welche bei einem unserer Versuche mit den 
Kulturen von Citromyces glaber, C. citricus und Asperg. niger auf 10 proz. 
Citronensiurelésung mit geringer Menge Ammoniak (0,05°,) als Stick- 
stoffquelle erhalten sind. 

Tabelle C. 
In jeder Kultur je 50 com Nahrlésung. Temperatur 23 
dauer beinahe 3 Wochen. 





25°. Kultur- 





Aciditat auf Ca-Citrat *) Citronensaure 


Pilzdecke- 
. : 10 cem Kultur- Ca,(C,H,0,), - (C,H,0, - H,O) 
Kulteren gevie fliissigkeit in ) "2H,0] ; ie aides 
g eem '/;5 N-NaOH g g 
Citrom. glaber. . . 0,8490 0,3 0 0 
Citrom. citricus . , 0,4865 03 0 0 
Asperg. niger. . . 0.6119 219.5 1,956 1,535 
Kontrollbestimmung 
(ohne Kultur) . . — 150.9 6,345 4,981 


*) Bei 110—120° getrocknet. 


Beziiglich der Feststellung der Rolle, welche die Citronensaure in der 
Stoffumwandlung bei ihrer Bildung in den Kulturen auf Zucker spielt, 




















W1. Butkewitseh: Verbrauch und Bildung der Citronensiure usw 339 


besitzt die Frage nach ihrem Verbrauch durch den Pilz in Anwesenheit 
des Zuckers ein gréBeres Interesse. Um diese Frage zu ergriinden, 
haben wir die hier beschriebenen Versuche mit den Kulturen auf Zucke1 
und Citronensiure unternommen!), 


Versuch G—C. Kulturen auf Glucose und Citronensiiure mit Ammo- 
niumnitrat. 

In diesem Versuche wurden die Kulturen von Citromyces glaber an- 
gesetzt. Als Kohlenstoffquelle dienten Glucose und Citronensiure, ent- 
weder zusammen oder jede Substanz fiir sich. In den einen Kulturen 
wurde die freie Citronensiiure verwendet, in den anderen wurde sie mit 
Natriumearbonat neutralisiert. 

Insgesamt wurden sechs Nahrlésungen fiir die Kulturen gebraucht 
Alle Lésungen enthielten 0,5°,, Ammoniumnitrat (0,175°, N) als Stick- 
stoffquelle und auBerdem das gewohnliche Salzgemisch in der Menge 0,2°,, 
(ZnSO, — 0,02°%). 


G Glucose 6°/, CU Citronensiiure 2°/, 

ac — Glucose 6°, C’ = Citronensiure 7°/, 

\Citronensaiure 2°/, C) fCitronensiure 2°/, 
Glucose 6°/, (WNasCO, 1,6°/, 


G(C) Citronensiure 2° 
LWasCO, 1,6°/, 

Mit jeder Nahrlésung wurden je drei Kulturen angesetzt, die auf- 

einanderfolgend nach bestimmten Zeitraumen zur Analyse gebracht 

wurden. Jede Kultur enthielt je 50cem Nahilésung. Die Temperatu: 
schwankte im Laufe des Versuches zwisclien 22—24°. 

Nach der Impfung bildete sich die Pilzdecke zuallererst in den Kul- 

turen G, auf Glucose allein, darauf in deu GC und G(C) und bedeutend 


spater in den mit Citronensiure a!lein, besonders da, wo sie nicht neu- 
tralisiert wurde. In den Kulturen C erschien die Pilzdecke am dritten 
und in den C’ erst am vierten Tage, 

In den Kulturen G hérte das weitere Wachsturm der Pilzdecke, die 
sich am ersten Tage schnell entwickelte, bald auf, und von dem vierten 
Tage an bis zum Schlusse des Versuches wies sie fast keine Verande- 
rungen in ihren Aussehen auf. Nach vier Tagen, als die erste Serie der 
Kulturen zur Analyse gebracht wurde, waren die Pilzdecken in den 
Kulturen GC und G(C) schon bedeutend starker als in G entwickelt. Die 
Kultur G(C) hatte die am starksten entwickelte, faltige, reichlich mit 
Conidien bedeckte Pilzdecke. In den Kulturen G und GC waren die 
Decken conidienfrei und am Rande etwas nach unten gebogen — eine 
Erscheinung, die sich gewohnlich bei Entwicklung der Pilze im zu sauren 
Milieu zeigt. 

1) Die in dieser Mitteilung beschriebenen Versuche wurden im Laufe de: 
Jahre 1918 und 1919 angestellt. 
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Im gegebenen Falle erschien die tiberschiissige Aciditat offenbar als 
Resultat des Freiwerdens der Salpetersiure aus Ammoniumnitrat in- 
folge der einseitigen Ausnutzung der Base dieses Salzes. Diese Erschei- 
nung bei der Ausnutzung des Ammoniumnitrats als Stickstoffquelle 
durch die Pilze wurde zuerst von mir fiir Asperg. niger festgestellt!) und 
spater auch bei Citromyces von Buchner und Wiistenfeld?) und von 
Wehmer*®) nachgewiesen. 

In den Kulturen auf Glucose allein erhielt sich die in ihnen durch die 
Anhiufung der freien Salpetersiure entstandene Anomalie bis zum 
Schlusse des Versuches, was man aus der konstant bleibenden Aciditat 
der Fliissigkeit in allen drei aufeinanderfolgend genommenen Kulturen 
sehen kann‘). 

In den Kulturen GC, auf Glucose und Citronensiure, zeigte sich der 
EinfluB dieser Anomalie nur kurze Zeit; darauf verschwand sie, und der 
Pilz kam wieder zur normalen Entwicklung, schon nach sieben Tagen 
iibertraf das Mycel dieser Kultur an Gewicht das der Kultur G(C) und 
war wie auch das letztere reichlich mit Conidien bedeckt. Die Anwesen- 
heit der Citronensiure in den Kulturen schafft also die Bedingungen, 
die den Verbrauch der Salpetersiiure durch den Pilz begiinstigen®). 

Die erste Serie (1) nach 4 Tagen der zur Analyse gebrachten Kul- 
turen bildeten nur die Kulturen mit Glucose, G@, GC und G(C), da die 


1) WI. Butkewitsch, Jahrb. f. wiss. Botan. 38, 147. 1902. 

2) Ed. Buchner und Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395. 1909. 

3) CO, Wehmer, Chemiker-Zeit. 1913, S. 37. 

*) Die hier in den Kulturen von Citrom. glaber auf NH,NO, nachgewiesene 
Verzégerung in der Entwicklung des Mycels und der Conidien erscheint nur tem- 
porar. Die anfangs frei werdende Salpetersiure wird dem Anschein nach allmahlich 
verbraucht, und ihr E:mfluB verschwindet in den linger dauernden Kulturen. 
So geriet in einer Kultur von Citrom. glaber auf 10 proz. Rohrzuckerlésung mit 
0,5°, NH,NO, und 0,2% Salz (ZnSO, 0,02%,) bei der Temperatur von 22° die 
angefangene Mycelentwicklung nach einigen Tagen ins Stocken; nach 2—3 Wochen 
erholte sich aber die Pilzdecke und auf ihr erschienen die Conidien. Auf derselben 
Nahrlésung und bei denselben Bedingungen wurde die Hemmung der Pilzdecken- 
entwicklung bei Penic. 2 (vgl. meine vorige Mitteilung in dieser Zeitschr. 131, 
333) gar nicht nachgewiesen. Bei geringem Gehalt von NH,NO, in der Nahr 
lésung kommen diese Hemmungserscheinungen auch in den Kulturen von Citrom. 
glaber nicht vor. In der einen dieser Kulturen auf 50 cem Nahrlésung mit 6% 
Glucose, 0,1% NH,NO, und 0,15% Salzen (ZnSO, 0,02%) bei 25° wurde der 
Zucker nach 12 Tagen schon ganz verbraucht) und es bildete sich eine gute, faltige, 
mit Conidien bedeckte Pilzdecke, die in trockenem Zustande 0,802 g wog. 
Dieselben Erscheinungen in Zusammenhange mit dem Gehalt von NH,NO, in 
der Nahrlésung beobachtete Ritter auch fiir Asperg. niger (G. Ritter, Die Materiale 
zur Physiologie der Schimmelpilze, 1916, 8. 26, Russisch). 

5) Hier entsteht unwillkiirlich die Frage, ob die in unserem Versuch nach- 
gewiesene Einwirkung der Citronensiure nicht im Zusammenhange steht mit 
denjenigen Besonderheiten derselben, infolge deren sie eine besonders geeignete 
Kohlenstoffquelle fiir die denitrifizierenden Mikroorganismen darstellt (Giltaysche 
Nahrlisung). 
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iibrigen noch nicht hinreichend entwickelte Milzdecken zu dieser Zeit 
hatten. 

In der zweiten Serie (11), nach 7 Tagen, wurden fiinf Kulturen unter- 
sucht. Zu dieser Zeit waren die Pilzdecken aller Kulturen, mit alleini- 
ger Ausnahme von G, mit Conidien bedeckt. 

In der dritten Serie (ILL), nach 11 Tagen, wurden alle sechs Kulturen 
und (C) (die 
in der ersten Serie nicht der Analyse unterworfen wurden) verarbeitet. 


v 


und in der vierten (IV), nach 20 Tagen, die tibrigen C, ¢ 


Die Fliissigkeit der zur Analyse gebrachten Kulturen wurde nach 
dem Erhitzen derselben im Aochschen Sterilisator und Abkiihlen durch 
ein gewogenes Filter abfiltriert. Die Pilzdecke wurde auf das Filter 
iibertragen, mit Wasser ausgewaschen und mit dem Filter zusammen 
getrocknet und gewogen. Das Filtrat wurde mit Waschwasser zu- 
sammen bis zum bestimmten Volumen (150 cem) gebracht, und aus ihm 
wurden einzelne Portionen zur Bestimmung der Aciditat, der Citronen- 
und Oxalsiure und des Zuckers (in den Kulturen mit Glucose) ge- 
nommen. 

Die Aciditit der Fliissigkeit wurde durch Titrieren derselben (10 cem) 
mit 1/,, N.-Natronlauge gegen Phenolphtalein als Indicator bestimmt. 

Die Citronen- und Oxalsiiure wurden aus der zu ihrer Bestimmung 
genommenen Flissigkeit (100 cem) durch Fallung mit Calciumacetat 
zusammen ausgeschieden, nachdem sie durch Verdunsten auf dem 
Wasserbade bis zu geringem Volumen eingeengt und bis zu schwach 
saurer Reaktion mit Ammoniak neutralisiert war. Der dabei sich bil- 
dende Niederschlag wurde nach dem Erhitzen abfiltriert, getrocknet 
und gewogen. Darauf wurde der gewogene Niederschlag in Salzsiure 
von neuem aufgelést und aus der auf diese Weise erhaltenen Lésung 
die Oxalsiure durch Zusatz von Natriumacetat ausgeschieden. Nach 
der Bestimmung der Oxalsiiure wurde die Citronensiiure aus der Diffe- 
renz gefunden. — Uber die Anwesenheit der Oxalsiure in der analysier- 
ten Fliissigkeit konnte man schon nach der Art der Bildung des Nieder- 
schlages beim Calciumacetatzusatze urteilen. Der Niederschlag des 
Calciumoxalats bildet sich auf einmal sogleich nach dem Calciumacetat- 
zusatz, wihrend das Calciumcitrat sich nur allmahlich beim Erhitzen 
ausscheidet. 

Die Zuckerbestimmung wurde in den Kulturen mit Glucose nach dem 
Verfahren von Bertrand') ausgefiihrt. 

Die in der Tabelle G—C zusammengestellten Ergebnisse der Ana- 
lyse fiir die von Calciumacetat erhaltenen Niederschlige und fiir Zucker 
sind auf die gesamte Kulturfliissigkeit und fiir Aciditit auf 10 cem vom 
urspriinglichen Volumen derselben (50 cem) bezogen. 

1) Bertrand, Bull. de la soc. chim. 35, 1285. 1906. Vgl. auch Abderhaldens 
Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. IT, S. 181. 1910. 
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Die Zahlen, die das Gewicht der vom Caleiumacetat erhaltenen ge- 
ringen Niederschlige fiir die Kulturen G angeben, sind eingeklammert. 
Diese Niederschlige, die als Flocken sich ausscheiden, scheinen wede1 
Zitronen- noch Oxalsiiure zu enthalten. Ebenfalls zu unsicher, um iiber 
den Citronensiuregehalt ein Urteil zu fallen, sind die geringen Nieder- 
schlige, die weniger als 0,1 g wogen, auch in den anderen Kulturen; da- 
her sind die auf diese Niederschlige sich beziehenden Zahlen in der Ta- 
belle auch in Klammern gestellt. 


Tabelle G—C. 








li 
i 











Aciditat *) re 


. auf 10 ce Cal- 

Kulturen und Serien oe here — aus: | cium- paw . > aig : 
(l=4 Tage, Il=7 Tage —— in cem ‘/i9 a nga ae _— 
iI] = 11 Tage. IV — 20 Tage gewicht N-NaOH bse lat te) | O,H,) (C,H,O.) 

(mit Phenol- sei ai 
g pht). g g ¥ g g 
| [ 0.3095 7,2 (0.0830) 1.5660 
G) IL 03760 7,5 (0.0700) 1,2263 
lil 0.4370 7.5 (0.0680) 1,0620 
| 10,5190 33.6 1,0870 0.7826 1.0766 
GC ¢ IT, 1,1685 10,8 0,3345 0.2408 0.0378 
lum 110935, 1'5 ——-(0,0555) (0.0400) 0 
| 1 0,7680 6.6 11110 (0,2570.0,1584 0.6149 0.4125 
G(C), Il 0,9620 2,1 0.8710 (0.7035 0.4836 0.1206 
III 0.8220 LZ 1.0170 0.9400 0.5794 (0,0554) 
| Il 0,1370 9.0 0,1800 0.1296 
C UT 0.1570 3,é (0,0570) (0.0410) 
lIV 0.0955 24 — (0,0750)  — (0.0540) 
| II 0.0505 86,1 3,4080 2,4538 
C’ TT 0.2870! = 43,5 1.5610 1,1239 
liv 0.4260 36 (0.0615) (0.0443) 
Cc’) sI1I 0,0260 0.6 0.7875 0,1270 0,0783 | 0.4756 
\IV_ 0.0225 0.6 0.8960 0,1570 0,0968 | 0,532 
Kontrollbestand  ;p, 29 ( ( = 9 979H 
(in Nahrlésungen + i read ro 10,8870 4,914 


ohne Kultur) 

*) Auf Lackmus blieb die Reaktion der Flissigkeit in den Kulturen G bis 
zum Schlusse des Versuches (in allen drei Serien) stark saver. Bei den Kulturen GC 
war sie nur in den zwei ersten Serien sauer und in der III. schon neutral 
Die Kultur G(C) hatte eine schwach saure Reaktion in der I. Serie und eine 
neutrale in der IJ. und IIL. 

**) Die Niederschlige wurden bei 110—120° getrocknet. Dabei verliert 
Calciumeitrat {Ca3(CgH;O,). -4/H.O} zwei Molekiile Krystallwasser. 

***) Durch Titriren der Oxalatniederschlige mit Permanganat sind folgende 
Werte fiir den Gehalt der Oxalsiure in demselben gefunden: 


| 62,1° 0 -1 OO 
ac)! II = 61,8", (C) i yt ° 
lm = 613°; 2,4'/0 


Nach der Berechnung enthilt Calciumoxalat 61,64°/, Oxalsiiure. 


Aus den in der Tabelle angefiihrten Angaben fiir die Kulturen GC 
und G(C) sieht man, daB die denselben zugesetzte Citronensiure auch in 
Anwesenheit von Zucker durch den Pilz verbraucht wird, wobei diese: 
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Verbrauch sich nicht nur tiber die freie, sondern auch iiber die durch di 
Base gebundene Siure erstreckt. Den Verbrauch der Citronensiiure im 
letzteren Faille begleitet der Ersatz derselben durch die Oxalsiure. 
Die bei der Analyse der Kulturen GC und G(C) erhaltenen Resultate 
sind auf den Abb. | und 2 graphisch dargestellt. Aus dieser Darstellung 
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Abb. 1 Abb. 2. 
Pilzdecke —— Pilzdecke 
Glucose Glucose 
Citronensaure Citronensaure 
Oxalsdiure 


kann man leicht sehen, dais der Verbrauch der Citronensiure im Zu- 
sammenhange mit dem Gehalte der Glucose in der Nahrlésung steht. 
Mit der Abnahme der letzteren nimmt der erstere zu 

Der Ersatz der verbrauchten Citronensiure durch die Oxalsiiure 
mus eine Verminderung des Gewichtes des durch Calciumacetat sich 
bildenden Niederschlages im substituierten Teil im Verhidltnis etwa 5: 4 
zur Folge haben. Ein etwas gréBeres Sinken des Niederschlaggewichts 
in der Kultur G(C) Il konnte durch teilweisen Ersatz der Citronen- 
siiure durch die aus Ammoniumnitrat freiwerdende Salpetersiure be- 
dingt werden. Dab diese Erscheinung hier wirklich stattfand, kann man 
aus dem bedeutenden Steigen der Aciditait in der Kultur G(C) I an- 
nehmen. Eine gewisse nachfolgende Zunahme des Gewichtes des mittels 
Calciumacetats ausgeschiedenen Niederschlages kann ihre Erklirung 
entweder in dem Verbrauch der sich in der Kultur befindenden Salpeter- 
siiure oder in dem Steigen der Menge der die Oxalsiiure bindenden Basen 
infolge der Ammoniakbildung bei der regressiven Metamorphose der 
Mycelstoffe, nach der Erschépfung des in der Kultur vorkommenden 
Zuckers, finden. 

Die Bedeutung der Citronenséiure als Kohlenstoffquelle kann durch 
die Angaben fiir die Kulturen C und C’ geschitzt werden. Der die 
Produktivitat der Citronensiureausnutzung durch den Pilz charakteri- 
sierende ..dkonomische Koeffizient’*, welcher durch den Pilzdecken- 
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zuwachs auf 100g verbrauchter Saure ausgedriickt wird, hat fiir diese 


Kulturen folgende Werte’). 


Kulturen Cu Cm ON Cn Ow 
Mvycelzuwachs auf 100 g) 

verbrauchter 18,1 18,6 8,3 14.8 14,1 
Citronensiure *)(CgH ),)) 


Aus den angefiihrten Zahlen sieht man, daB der 6konomische Koeffi- 
zient der Ausnutzung der Citronensiiure mit dem Steigen ihres Gehaltes 
in der Nahrlésung sinkt. Auf den Lésungen mit héherer Konzentration 
verbraucht der Pilz die Citronensaiure forciert und unproduktiv. Beson- 
ders niedrig ist der Koeffizient auf 7 proz. Citronensiurelésung im An- 
fange der Entwicklung des Pilzes (Cy); darauf verdoppelt er sich und 
halt sich weiterhin auf der gleichen Héhe. Auf 2proz. Lésung (Cy;, Cy) 
erreicht der Koeffizient schon eine bedeutende GréBe, beinahe 20, die in 
den Zeitgrenzen der in der Tabelle aufgefiihrten Kulturen*) (7—11 Tage) 
fast konstant bleibt. 

Zum Vergleich mit den oben angefiihrten Koeffizienten fiir Citronen- 
siiure geben wir weiter unten die fiir Glucose und fiir Glucose und 
Citronensiure bei gleichzeitiger Ausnutzung derselben durch den Pilz 
auf Grund der Ergebnisse an, welche die Kulturen G, GC und G(C) be- 
treffen. Fiir die zwei letzteren ist das Verhaltnis des Pilzdeckenzuwach- 
ses zur Gesamtnienge (als 100 angenommen) der durch den Pilz ver- 
brauchten Glucose und Citronensiiure genommen?*). 


G; Gy Gin 
tid Glucose 22.0 21,5 22,9 
Sivceizuwacns ' Val ’ rie? 
it ; GC, GCn GC), Ginn 


auf 100 g s 
verbrauchter Giucose + 26,0 32,6 27,2 25,8 
(Citronensiure 

Der é6konomische Koeffizient fiir die Glucose ubertrifft also nur un- 
bedeutend den fiir die Citronensiure bei 2 proz. Gehalt derselben in der 
1) Bei der Berechnung der verbrauchten Citronensiure benutzten wir die 
Angaben, die bei der Analyse (Bestimmung nach Ca-Salz) erhalten waren. Fiir 
die Kultur ©’, in welcher die urspriingliche Menge der Citronensaéure durch ihre 
Ausscheidung als Calciumsalz nicht bestimmt war, ist eine Korrektur in die Quan- 
titat der verwendeten Saiure im MaBstabe des gewéhnlichen Verlustes bei der 
Analyse infolge der Léslichkeit des Calciumcitrats eingefiihrt, um fiir sie den 
Wert zu erhalten, der den anderen durch die Analyse gewonnenen entspricht, 
und fiir den urspriinglichen Gehalt der Citronensdure (C,H,O; - H,O) in der Kultur 
ist der Wert 3,350 g genommen. 

*) Die Citronensiéure ist hier als wasserfrei angenommen. 

’) Zur Berechnung der 6konomischen Koeffizienten sind nur die Kulturen 
genommen, in denen die Mycelentwicklung noch nicht aufgehért hatte. 

4) Fiir Koeffizientberechnung sind nur die Kulturen mit noch nicht abge- 
schlossener Mycelentwicklung benutzt. Eine gewisse Ausnahme bildet nur die 
Kultur G(C)i1, die wahrscheinlich auch die Periode nach dem Aufhéren des Pilz- 
zuwachses teilweise umfaBt. 


OCS eaten 
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Nahrl6ésung. Die Bedingungen der Pilzentwicklung in den Kulturen 
G waren zwar infelge der Anhiufung von freier Salpetersaure in den- 
selben nicht ganz normal, der bestandig bleibende Wert des Koeffizien- 
ten fiir alle drei aufeinanderfolgend genommenen Kulturen weist aber 
darauf hin, da dieser Umstand auf denselben nicht besonders bedeutend 
cinwirkte, indem er sowohl den Mycelzuwachs als auch den Glucose- 
verbrauch in gleichem Mabe beschrinkte. 

Was die Kulturen auf Glucose und Citronensaiure anlangt, so wird der 
Okonomische Koeffizient fiir sie durch bedeutend gréBere Werte als fiir 
die Kulturen auf Glucose und auf Citronensiure allein ausgedriickt 
Besifbe der Verbrauch von Glucose und Citronensiure in der Kultur 
GCy, dieselbe Produktivitiét wie auch in den Kulturen G und C, so 
miibte sie eine Pilzdecke mit dem Gewichte von 0,7674 g erzeugen, 
withrend sie in der Tat 1.1685 g¢ wog. 

Die Kombination von Glucose mit der Citronensiure bewirkt also 
eine bedeutende Steigerung der Produktivitait des Stoffwechsels, was 
vielleicht eine der vorteilhaften Seiten der Bildung von Citronensiure 
bei der Entwicklung des Pilzes auf Zucker darstellt. 


Versuch S—C. Kulturen auf Rohrzucker und Citronensdiure mit ameisen- 
saurem Ammonium. 

Fiir diese Kulturen wurden zwei Pilze, Citrom. glaber und Penic. 2'), 
verwendet. 

Da im vorigen Versuche mit den Kulturen von Citrom. glaber auf 
Glucose mit Ammoniumnitrat eine hemmende Wirkung der aus diesem 
Salz freiwerdenden Salpetersiiure auf die Mycelentwicklung nachge- 
wiesen werden konnte, so wurde in diesem Versuch ameisensaures Am- 
monium als Stickstoffquelle gebraucht, wobei wir von der Annahme aus- 
gingen, das die Ameisensiiure infolge ihrer Zersetzung durch den Pilz?) 
nicht angehiuft werden wird. Diese Erwartungen gingen aber nicht 
ganz in Erfiillung, und das ameisensaure Ammonium zeigte auch einen 
hemmenden EinfluB auf die Mycelentwicklung, die in den ersten Tagen 
ziemlich langsam ging. 

In den Kulturen, in denen der Nihrlésung freic Citronensiure zu- 
gesetzt wurde, entwickelte sich das Mycel, wenigstens wihrend lingerer 
Zeit, gar nicht. Nur nach Ablauf von 2—3 Wochen konnte man das Er- 
scheinen der Pilzdecke in einigen dieser Kulturen beobachten. Hier be- 
tiitigte die Citronensiure einen EinfluB, welcher dem bei den Kulturen 

1) Diesen Pilz isolierte ich von verschimmelter Wurst. Vgl. meine vorige 
Mitteilung in dieser Zeitschr. 131, 332. 1922. 

2) Uber die Zersetzung der Essig- und Ameisensiure durch die Pilze vgl. 
die Angaben von Laborde fiir Allescheria und von Duclaux fiir Asper. niger und 
Pen. glaucum. — Wehmer, Chemische Wirkungen der Aspergillaceen. Lafars 
Technische Mycologie Bd. IV, 8. 258. 
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mit Ammoniumnitrat festgestellten gerade entgegengesetzt war. Daher 
muBten die Kulturen mit freier Citronensiiure aus dem Versuche aus- 
geschlossen wreden; es ist also nicht gelungen, den Verbrauch der Siure 
durch den Pilz in diesen Kulturen zu verfolgen. Nur die Kulturen, 
welche die Citronensiure als Natriumsalz enthielten, wurden unter- 
sucht. 

Die Nihrlésungen der Kulturen, die zu diesem Versuch benutzt 
wurden, hatten folgende Zusammensetzung. 

Alle Lésungen enthielten je 1°, ameisensaures Ammonium (0,22°,,N) 
und je 0,2°, gewoéhnliches Salzgemisch (ZnSO, 0,02°,,) und iiber- 
dies: 

Rohrzucker 10°/, 
S = Rohrzucker 10%. S(C) {Citronensiure 2°/, 
Na.CO, 1,6°/, 

AuBerdem wurden noch die parallelen Kulturen auf der Nahrlésung 
S ohne Zinksulfat aufgestellt. Eine solche Zusammenstellung der Kul- 
turen mit und ohne ZnSO, wurde in Anbetracht des bei Citromyces 
stark ausgepriigten Einflusses dieses Salzes auf ihre Entwicklung ein- 
gefiihrt. 

Dieser EinfluB kann durch die folgenden Ergebnisse illustriert wer- 
den, die bei den parallelen Kulturen mit ZnSO, (0,02°,) und ohne das- 
selbe fiir Citrom. glaber und C. citricus erhalten wurden. Die Nahrlosung 
enthielt Glucose 6°, NH,NO,—.0,1°, und Salze 0,15°,. Die Kultur 
wurde 12 Tage bei einer Temperatur von 22—25° geziichtet. 








C’. glaber C. citricus 
Zn Zn Zn Zn 
Pilzdeckegewicht = 0,802 g 0,402 g 0,855 » 0.469 ¢ 
Zucker in Kulturfliissigkeit 0 } 0 


Was den Einflu®8 des Zinksulfats auf den Stoffwechsel anlangt, so 
gibt Mazé') an, daB die Abwesenheit dieses Salzes die Anhiufung der 
Citronensiure in den Kulturen auf Zucker begiinstigt. 

Fiir jeden der in diesem Versuch gepriiften Pilze (C. glaber und 
Pen. 2) wurden je drei Kulturen auf jeder Nahrlésung angesetzt, und 
fiir jede Kultur wurden je 50 cem von diesen Lésungen untersucht. 
Die Temperatur schwankte wiihrend des Versuches zwischen 18— 22 
Die Dauer der Kulturen war bei Citromyces glaber und Pen. 2, wie schon 


erwihnt ist, ungleich, und zwar 


I I Ul 
Citrem. glaber . . . . .. 14 18 28 Tage 
a SRR Rega agree ERS 9 ae 


Die Analyse der Kulturen wurde bei diesem Versuche ebenso wie bei 
dem vorigen G—C ausgefiihrt. Jedoch wurde der Zucker nicht quanti- 


1) P. Mazé, Ann. de linst. Pasteur 23, 830. 1909. 
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tativ bestimmt, sondern nur durch Priifung mit Feh/ingscher Losung 


seine An- oder Abwesenheit in der Kulturfliissigkeit festgestellt. 

















Die Ergebnisse der Analyse sind in der Tabelle S—C zusammen 
gestellt. 
Tabelle S—C. 
Aciditat a Durch Ca-Oxa- 
Pilz- Reaktion Mt oe lat ** 
decke- = der Kultur- pA L | geachied im ew 
gewicht tliissigkeit n-NaQH Nieder- Nieder- ? 
auf Lackmus : ney schlaga 
mit Phenol- schlige 
g pht.) g g 
x { L) 1,2935  schw. sauer Byh 0.0140 wenig 
= S¢ If) 1.3255 neutral 0.6 0,0510 0 
Sz a li 1.0320 ‘ 0.8 0.1940 01580 0 
S,!! = L 0.2480 sauer 3,9 0.0390 viel 
Pea zm} Il 0,3540 4.5 0),0650 : 
5 & | IIT 0.5900 6,2 0,0530 nicht viel 
BES j 11,3580 o 4.8 1.1670 0.2090 ,, 
5) S(C)) IL 1,4950) schw. sauer 2.1 0.9790 0.5565 0 
ne 1,2905 neutral O.8 1.0540 O.8985 0 
{ I) 1.3305 schw. sauer 1.5 0.0180 Spuren 
S¢ If) 1.1665) neutral 1,5 0.0465 0 
III 0.8200) schw. alkal. 0.6 0.0770 
I 0,2910 sauer 5,7 0.0615 viel 
S(= Zn)< IL) 0.4815 5.6 0.0660 " 
Lit 0,7235 ; 5.3 0.0570 nicht viel 
{ L 1.2605 | schw. saue1 3.0 0,9825 0.0365 Spuren 
S(C)<¢ IL), 1,1305 alkal. alkal. 0.7760 0.1805 0 
= lin 1.0400 | stark alkal. 0.5490 0.1175 0) 
Kontrollbestand S(C) 1,2855 
in Nihrlésung { (1% Pym 
, ) 1.3620 
(ohne Kultur) 
*) Nihrlésung ohne Zucker 
**) Durch Titrieren der Oxalatniederschliige mit Permanganat sind folgende 


Werte fiir den Gehalt der Oxalsiiure in denselben gefanden: 


{ I = 61,5°/, | L = 62,7°/, C,04Ca + HO 
CO, glaber S(C)¢ II 62,3°/, Pen. 3 S(C)¢ Il 61,5°/, enthilt 
lin 61,8°/, (mn 62,1°/, 61,64"), C.O,He 


Auf den in der Tabelle angefiihrten Angaben tritt zuerst die Ein- 
wirkung des Zinksulfats hervor, welche sich in starker Verz6gerung det 
Mycelentwicklung bei der Beseitigung dieses Salzes aus der Nahrlosung 
fiuBerte. Damit laBt sich, gemaiB den Angaben von Mazé, auch ein An- 
steigen des Citronensiiuregehaltes in den Kulturen ohne Zink nachwei- 
sen, was in dem Gewichte der durch Calciumacetat ausgeschiedenen 
Niederschlige, sowie auch in der Aciditit der Kulturfliissigheit zum 
\usdruck kam 

Die Zunahme des Gewichtes der Niederschlige in den Kulturen mit 
Zink der zweiten und besonders der dritten Serie (nachdem der Zucker 


in denselben schon ganz verbraucht war) wurde nicht durch das Steigen 
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des Gehaltes der Citronensiure, sondern durch die Ansammlung der 
Oxalsiure als Ammoniumoxalat bedingt, welches sich bei der regres- 
siven Metamorphose der stickstoffhaltigen Stoffe des Mycels bildete. 
Dal} dieselbe hier stattfand, sieht man aus der Verminderung des 
Mycelgewichtes. Die Hauptmasse der durch Calciumacetat ausge- 
schiedenen Niederschlige bestand in den Kulturen S der zweiten 
und dritten Serie aus Calciumacetat. Das konnte man nach der Art der 
Bildung der Niederschlage sowie auch nach ihrem mikroskopischen 
Aussehen (Oktaeder) leicht konstatieren, und fiir den Niederschlag aus 
der Kultur Sy von Citromyces glaber wurde das durch die quantitative 
Bestimmung der Oxalsiure in demselben festgestellt. 

In den Kulturen S(C) mit Natriumcitrat wurde die Mycelent wicklung 
ebenso wie auch bei dem vorigen Versuch in den Kulturen G(C), von dem 
on Verbrauch der Citronensiure neben dem Zucker be- 
10} gleitet. In den Kulturen von Citromyces glaber wurde 







die aus Natriumcitrat verbrauchte Saure 

>< durch die Oxalsiure in beinahe aqui- 
valenter Menge ersetzt'). Ein solcher 
Ersatz fand auch in 

, den Kulturen von 
| Pen. 2, aber nur teil- 
weise statt; teils be- 

| fand sich die Base, 





| ie die bei dem _ Ver- 
| | br brauch der Citronen- 
Fs a e ° 

4-307 --4 | siure aus ihrem 
A rns 3 + | L ae ; 
oun aes i " «#8 Tage 2. Natriumsalz frei 
Abb. 8. Kulturen S(C) von Citrom. glaber und Pen. 2 wurde, als Carbonat 

> aa > eesneee 4 4 » . 
= “ Citronensaure, Zi 7 Oxalsiiure. in der Kultur. Die 

*, gl. Ae ‘4 


Anreicherung dessel- 
ben bedingte das Erscheinen der alkalischen Reaktion in der Kultur der 
zweiten und besonders der dritten Serie. Indem man die Ergebnisse der 
Analyse dieser Kulturen zusammenstellt, kann man nicht nur den Ver- 
brauch der Citronensiiure, sondern auch der aus ihr vorher gebildeten 
Oxalsiiure nachweisen. Diese Siéure stellt also gleichsam eine Zwischen- 
stufe bei der oxydativen Umwandlung der Citronensiiure bis zum 
Kohlendioxyd dar. Vielleicht macht diese Umwandiung itiberhaupt 
eine solche Zwischenstufe durch. 

Die soe ben genannten Verhiltnisse lassen sich auf der Zusammenstellung 
leicht verfolgen, die nachfolgend in der Tabelle S(C) angegeben ist. 


1) Eine gewisse Zunahme des Niederschlagsgewichtes in der Kultur III ist 
offenbar durch die Bildung des Ammoniumoxalats in derselben bei der regressiven 
Metamorphose der Mycelstoffe bedingt. Vgl. den vorigen Versuch G—C. 
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Tabelle S(C). 





In der ur- Citrom. glaber Penic. 2 
Kulturen S(C) spriinglich. 
Nahrlésung I (14 Tg.) ID (8Tg.) H1(28Tg)} 16Tg) Wo9Tg) WLUIsTg 


Citronensadure 
(CgH,0,) g 0,9533 | 0,6898 02977 | 0.1119 | 0.6811 | 0.4280 03107 
Oxalsiiure 

(C2O4H,) 2 





0 0.1288 | 0.34380 0.5538 | 0.0225 | 0.1113 | 0.0724 


Die in der Tabelle S(C) befindlichen Angaben sind in der Abb. 3 
graphisch dargestellt. 


Kulturen mit Caleciumearbonat. 


AuBer den oben beschriebenen wurden noch drei Kulturen von 
Citromyces glaber auf derselben Nahrlésung S aufgestellt, die sich von den 
vorigen nur dadurch unterscheiden, da ihnen Calciumearbonat einige 
‘l'age nach der Impfung, nachdem sich hinreichend starke Pilzdecken 
gebildet hatten, zugesetzt wurde. Bald darauf konnte man eine Ablage- 
rung von Calciumcitrat als eigentiimliche Kruste auf der Oberfliche 
des Calciumearbonats nachweisen. Quantitativ wurde die Citronensiure 
hier nicht bestimmt'), und fiir diese Kulturen kénnen nur die Gewichte 
der Pilzdecken und der Gehalt der Oxalsiure angegeben werden. 


I (14 Tage) II (18 Tage) III (28 Tage) 


Pilzdecke (ohne Ca-Oxalat) . . . . 0,5825¢ 1,4285 g 1,1080 g 
REMI Som Gan oe ares ae 0,0773 g 0,2963 g 
PE a aS a eels Se elie he viel 


Da alle Kulturen, wie schon erwihnt ist, bedeutende Mengen der 
Citronensiiure enthielten, so kann man daraus schlieben, daB die Anhiu- 
fung derselben in den Kulturen von Citromyces mit Calciumearbonat 
nicht nur bei relativem Mangel an Stickstoff und in der Periode, wenn 
seine Quelle ganz durch den Pilz erschépft ist, stattfindet (wie das Mazé*) 
angibt), sondern auch bei normaler Entwicklung des Pilzes, bei einem 
Uberschu8 des ihm zugiinglichen Stickstoffs. Daraus folgt, daB die 
Citronensiure ein Produkt des Stoffwechsels darstellt, welcher die nor- 
male Entwicklung des Mycels begleitet. 

Dieses Resultat wurde spiter auch bei unseren Versuchen mit Asperg. 
niger, die wir in einer besonderen Mitteilung erértern werden, be- 
statigt. 

Vorlaufig méchten wir hier nur darauf hinweisen, da die Anhaiufung 
der Citronensiure auch bei Asperg. niger nicht mit Stickstoffmangel 





1) Die Niederschlige des Calciumcitrats wurden ausgeschieden, aber nicht 
gewogen, da sie verlorengegangen waren. Hier wurde die Analyse ebenso wie im 
Versuche A—B ausgefiihrt, der in meiner vorigen Mitteilung (diese Zeitschr. 131, 
333. 1922) beschrieben ist. 

2) P. Mazé und A. Perrier, Ann. de l'inst. Pasteur 18, 553. 1904. 
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verkniipft ist, worauf Currie'), tibereinstimmend mit den friiheren An- 
yaben von Mazé fiir Citromyces, hinweist. Die Citronensiure hiauft sich 
reichlich in den Kulturen von Asperg. niger an, auch wenn die Ent- 
wicklung des Pilzes bei einem Uberschusse aller fiir dieselben not wendigen 
Stoffe stattfindet. 

Zusammenfassung. 


Die Citronensiure bildet sich nicht nur bei den anormalen Entwick- 
lungsbedingungen des Pilzes, welche Mazé als die giinstigsten fiir ihre 
Anhiiufung angibt, sondern auch bei den normalen, beim Uberschusse al- 
ler notwendigen Nihrstoffe. Der Zusatz des Calciumearbonats zu den 
Kulturen des Pilzes, der im Zustande solcher Entwicklung sich befindet, 
ruft eine reichliche Ablagerung des Calciumcitrats in demselben hervor. 

Wenn die Citronensiure als freie Saure oder ihr Natriumsalz der 
Nahrlésung, die Zucker enthielt, zugesetzt wird, so wird sie zusammen 
mit dem letzteren von dem Pilz nach Mabgabe seiner Entwicklung 
verbraucht. Wenn die an die Base gebundene Citronensiure verbraucht 
wird, beobachtet man das Auftreten von Oxalsiure. 

Die angefiihrten Ergebnisse sprechen dafiir, daB die Citronensiure 
ein tibliches Produkt des Stoffwechsels bei normaler Entwicklung des 
Pilzes darstellt. 

Der ,,6konomische Koeffizient’’ nahert sich fiir die Citronensiure 
in schwachen Lésungen dem fiir Zucker. Mit Zunahme des Gehaltes an 
Citronensdure in der Lésung nimmt der 6konomische Koeffizient ihrer 
Ausnutzung ab. Auf Lésungen von hoher Konzentration verbraucht 
der Pilz die Citronensaure forciert und unproduktiv. 

Wenn der Pilz den Zucker und die Citronensaure gleichzeitig aus- 
nutzt, so steigt der 6konomische Koeffizient auf einen bedeutend gréBe- 
ren Wert an als fiir die Kulturen auf Zucker und auf Citronensaure allein. 
Durch Kombination von Zucker mit Citronensiure laBt sich also eine 
Steigerung der Produktivitat des Stoffwechsels nachweisen. 

Die Anwesenheit der Citronensaéure in den Kulturen von Citromyces 
glaber mit Ammoniumnitrat als Stickstoffquelle beseitigt die nachteilige 
Einwirkung der Salpetersiure, die in den Kulturen auf Zucker allein 
sehr deutlich zum Ausdruck kommt. Das Vorkommen dieser Saure 
scheint also den Verbrauch der Salpetersiure durch den Pilz zu be- 
giinstigen. 

1) J. Currie, Journ. of biol. chem. 31, 15; diese Arbeit iiber die Citronensaure- 
bildung bei Asper. niger ist mir erst unlangst durch das Referat im Zentralbl. f. 
Biochem, u. Biophys. 20, 300. 1919 bekannt geworden. 
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Zur Oligodynamie des Silbers'). 


IV. Mitteilung. 


Von 


R. Doerr und W. Berger. 
(Aus dem Hygienischen Institut der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 20. April 1922.) 


In einer friiheren Mitteilung (diese Zeitschr. 107, 207) wurde fest- 
gestellt, das die bactericide Wirkung metallischen Silbers durch 
Glihen, mehrmaliges Kochen in destilliertem Wasser oder durch mehr- 
tiigiges Einbetten des Silbers in Agargallerte ginzlich aufgehoben werden 
kann. Da sich der chemische Trager der oligodynamischen Ag-Wir- 
kung als dialysabel erwies und da er in feuchte Agargallerte ebenso gut 
zu diffundieren vermochte als Ag,O oder AgNO;, wurde sowohl die 
Saalsche Hypothese einer Fernwirkung wie auch die Annahme einer 
kolloiden Lésung des reinen Silbers abgelehnt; die Versuchsergebnisse 
sprachen eindeutig dafiir, da an der Oberfliche der Metallstiicke Ver- 
bindungen entstehen, deren Wasserléslichkeit ihre cytotoxischen Effekte 
bedingt. Gliihen verwandelt diese Verbindungen in metallisches, daher 
unwirksames Silber, was fiir Ag,O leicht gezeigt werden konnte, Kochen 
oder Kontakt mit Wasser lést sie rasch oder langsam, wodurch die Ag- 
Stiicke gleichfalls ihre ,,Oligodynamie™ einbiiBen. 

Die tatsiichlichen Angaben lieBen sich bei erneuten Nachpriifungen 
in jeder Hinsicht bestiatigen. 

Namentlich trat die Fahigkeit des oligodynamischen Faktors, diinne tierische 
Membranen (Fischblasen) rasch zu passieren, in mehrfach variierten Versuchs- 
anordnungen deutlich zutage, wobei es gleichgiiltig war, ob man den Dialysier- 
schlauch mit Streifen wirksamen Silbermetalls und destilliertem Wasser oder mit 
einer bereits fertigen oligodynamischen Lésung (sogenanntem_ ,,aktivierten“ 
Wasser) beschickte. Bettete man die Dialysierschliuche in mit Colibakterien 
beimpften Agar ein, lieB zunichst bei Zimmertemperatur 2—3 Stunden stehen und 
brachte dann die Agarplatten samt den eingeschlossenen Dialysierschlauchen 
in den Thermostaten, so waren nach 12—16stiindiger Bebriitung im Agar regel- 
maiBig keimfreie Zonen zu erkennen, welche die AuBere Kontur der Membran um- 
rahmten; bei der Fiillung der Schlauche mit ,,aktiviertem‘‘ Wasser waren die 

1) Die Arbeit wurde mit einer Spende der ,,Freiwilligen Akademischen 
Gesellschaft in Basel‘ ausgefiihrt. 
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Zonen iiberall entwickelt und gleich breit, bei der Beschickung mit Ag-Stiicken waren 
sie dort am breitesten, wo sich die Silberstiicke der Kontur des Fischblasenstiickes 
niherten, und konnten an Stellen, die von den Ag-Stiicken weit entfernt waren, 
auch ganz fehlen. Die wachstumsfreien Zonen folgten also, falls die oligodynamische 
Substanz erst zu einer Zeit in Lésung ging, wo bereits ein lebhafter osmotischer 
ProzeB im Gange war, den Umrissen des Silberblechs und nicht den Konturen 
der Dialysierschliuche, ein Verhalten, das wir iibrigens neuerdings auch zu _ be- 
obachten vermochten, wenn wir festes Ag,O, das an Papierstreifen durch Celloidin 
fixiert und von letzterem bedeckt war, im Inneren von Fischblasen in stark ver- 
zogertem Tempo in Lésung gehen lieBen. Diese Erscheinung bildet somit nur einen 
Ausdruck fiir die Schwerlislichkeit der bei dieser Versuchsanordnung verwendeten 
Ag-Verbindung und darf nicht mehr als eine besondere Eigenschaft des Tragers 
der oligodynamischen Silberwirkung gewertet werden. Ein Beweis hierfiir ist 
auch in dem schon erwahnten Umstande zu erblicken, daB dieser Trager, wenn 
er in fertiger Lésung (in Form von aktiviertem Wasser) das Innere der Fischblase 
fiillt, die ganze mit ihm in Kontakt stehende Fliche der permeablen Membran 
gleichmaBig zum Durchtritt beniitzt und in keiner Beziehung von geléstem Ag,O 
abweicht; nur daB der keimfreie Agarstreifen, der an den auBeren Rand des Dia- 
lysiersackes angrenzt, bei der Dialyse von aktiviertem Wasser weit schmiler 
ausfallt als bei jener von konzentrierter Ag,O-Solution, ganz entsprechend der 
Differenz, welche der bactericide Titer der beiden Lésungen bei vergleichender 
Auswertung aufweist (diese Zeitschr. 106, 110). 

Was das Inaktivieren des Silbers durch Gliihen anlangt, wire nach- 
zutragen, dai der erwartete Verlust der bactericiden Eigenschaften 
durch diesen Eingriff auch ausbleiben kann, ja, daB es sogar méglich ist, 
da unwirksame oder schwach wirksame Silberstiicke hohe Grade 
von ,,Aktivitaét’ erwerben, wenn man sie in geeigneter Weise der Flamme 
exponiert. Es kommt eben auch darauf an, ob die Erhitzung von Re- 
duktions- oder Oxydationsvorgingen begleitet wird; in der reduzieren- 
den Flamme des Bunsenbrenners erléschen die bactericiden Eigenschaften, 
speziell wenn die Erhitzung bis zur Schmelzwiirme getrieben wird, 
i wihrend kurzes Angliihen in starkem Geblise umgekehrt friiher nicht 
vorhandene bactericide (wasserlésliche) Ag-Verbindungen auf der 
Metalloberfliche new entstehen lassen kann. Diese diametral entgegen- 
gesetzten Resultate gestatten es nicht ohne weiteres, das ,, Inaktivieren“ 
metallischer Silberflichen durch Glihen als einen rein physikalischen 
und nur von der angewendeten Temperatur abhingigen ProzeB zu deu- 
ten. Man kénnte sich namlich vorstellen, daB metallisches Silber in 
seiner Grenzfliche gegen Luft eine allmihliche Verainderung (Auflocke- 
rung) seines Molekularverbandes erfaihrt, welche im Bereiche dieser 
aiuBersten, sehr diinn zu denkenden Schicht die Lésungstension des 
Silbers, die sonst fast den Grenzwert Null erreicht, um einen geringen Be- 
trag erhéht. Es wire dann das Ag-Metall selbst, welches bei der Akti- 
vierung von Wasser oder bei den anderen oligodynamischen Versuchsan- 
ordnungen gelést und zwar kolloidal gelést wiirde, und es kénnte mit 
dieser Ansicht vereint werden, daB Ag-Flichen nach Verlust der Grenz- 
schicht unfaihig werden, weitere oligodynamische Effekte zu entfalten, 


a SAR Fy De si soins 








ae eae es ~e 





























Oligodynamie des Silbers. 353 


bis sich wieder eine neue Grenzschicht gebildet hat. Dal starkes Gliihen 
oder Schmelzen von Silber sein molekulares Gefiige zu alterieren vermag, 
mu zugegeben werden, schon mit Riicksicht auf die so merkwiirdige 
Aufnahme von O durch geschmolzenes Silber und die Wiedergabe des- 
selben beim Erstarren (das sogenannte Spratzen). Auch die in Anbe- 
tracht der minimalen Substanzmengen auBberordentlich hohe bakterien- 
totende Kraft ware von diesem Standpunkte aus nicht absolut unver- 
stindlich. Cernovodeanu und Henry') haben gezeigt, dal die bactericide 
Wirkung verschiedener Priiparate von kolloidem Silber verschieden ist 
und da sie mit abnehmender GréBe der im Wasser dispergierten Silber- 
teilchen kontinuierlich wichst; es besteht kein aprioristisches Hindernis, 
fiir die oberwihnten hypothetischen Silbergrenzschichten eine mole- 
kulare oder fast molekulare Léslichkeit und damit ein Optimum der 
Bactericidie zu supponieren. Daf derartige ,,Silbersole’ manche Eigen- 
schaften ,,echter*’ Lésungen besitzen kénnten, bedarf keiner weiteren 
Auseinandersetzung und so lieBe sich selbst die nachgewiesene Dialy- 
sierbarkeit und die leichte Diffusibilitat der von metallischem Silber an 
Wasser abgegebenen oligodynamischen Stoffe nicht als Gegenargument 
verwerten. Der Umstand jedoch, daf der physikalische Faktor des Er- 
hitzens fiir die Aufhebung der von Silberflichen ausgehenden bacteri- 
ciden Wirkung nicht ausschlaggebend ist, sondern dap die begleitenden 
chemischen Vorgdnge das Resultat bestimmen, spricht gegen die erérterte 
Theorie, ohne sie indes sicher zu widerlegen. 

Will man zu einer Entscheidung gelangen, so erweist es sich als 
zweckmabig, die Fragestellung zu priizisieren. Ob die oligodynamischen 
Lésungen ausschlieBlich kolloidal verteiltes metallisches Silber oder 
kolloidale Silberverbindungen oder ob sie lediglich Silbersalze in echter 
Lésung enthalten oder Gemenge von Metallsolen und Salzlésungen dar- 
stellen, trifft nicht den Kern der Sache. Wesentlich ist nur, ob blof 
das Silberion schidigend, giftig auf die lebende Zelle einwirkt oder ob 
auch nichtionisiertes, z. B. molekular- oder gréber disperses Silber als 
ein cytotoxischer Faktor anzusehen ist. Die Beobachtungen von 
Cernovodeanu und Henry tragen zur Beantwortung dieser Alternative 
nichts bei, da die betreffenden Experimente nicht mit vollig reinen 
Silbersolen angestellt wurden. Die verschiedenen Priaparationen kolloi- 
den Silbers enthalten nimlich immer, wenn auch in sehr wechselnden 
Mengen, Ag-Ion, welches von der Darstellungsweise der kolloiddispersen 
Systeme herriihrt und bisher weder durch Ultrafiltration noch Dialyse 
quantitativ abgetrennt werden konnte; da auch eine chemische Methode 
der quantitativen Erfassung des das Silberkolloid verunreinigenden Ag- 
Ions fehlte, war nicht einmal eine sichere Aussage tiber den Grad 
dieser Beimengung méglich. Erst in neuester Zeit konnten Gutbier, 

1) Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 1906, Nr. 26. 
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Huber und Kuppinger ein Verfahren ausarbeiten, welches es gestattet, 
bei der Synthese von kolloidem Ag durch Reduktion von Silbernitrat das 
nicht verbrauchte Silbernitrat nach Volhard quantitativ zu titrieren, 
so daf das rechnungsmiBige Defizit véllig dem im entstandenen Kolloid 
nachweisbaren Metall entspricht (Ber. d. deutschen chem. Gesellschaft 
1922, Nr. 3, 8. 748). Man ist nunmehr in der Lage, Kolloidsysteme mit 
bekanntem Gehalt an ionisiertem Silber herzustellen und kénnte daher 
durch vergleichende Priifung der bactericiden Wirkungsstirke ver- 
schiedener derartiger Systeme ermitteln, wie weit zellschadigende Funk- 
tion, Gehalt an Silberion, Gehalt an kolloiddispersem Silber resp. Dis- 
persitiitsgrad des Metalls einander parallel gehen. AuBere Schwierig- 
keiten hinderten uns indes, solche Untersuchungen in Angriff zu nehmen. 

Wir haben einen anderen Weg eingeschlagen. Seit den grundlegen- 
den Arbeiten von Spiro, Scheurlen und Spiro, Krénig und Paul ist es be- 
kannt, daB die Salze vieler Metalle nach MaBgabe ihres Dissoziations- 
grades wirken, und daB die desinfektorische Kraft vieler Metallsalz- 
lésungen von der Konzentration der Metallionen entscheidend beein- 
fluBt wird. Komplexe Salze, welche in Lésung ganz oder gréBtenteils 
so dissoziieren, daB das Metall nicht als freies Ion abgespalten wird, 
sondern Bestandteil eines zusammengesetzten lons bleibt, desinfizieren 
nur sehr schwach. Als Beispiel dafiir bringen Krénig und Paul gerade 
das Kaliumsilbercyanid Ag(CN),K, welches in Wasser sehr leicht lés- 
lich ist und sich in das Kation K und das Anion Ag(CN), spaltet; seine 
bactericide Kraft erwies sich gegeniiber Milzbrandsporen und Staphylo- 
kokken als auBerst gering im Gegensatze zu den Verbindungen, die bei 
der Dissoziation freie Ag-lonen liefern (AgNO,, AgClO,, C,H,;SO,OAg 
u.a.m.). Nun entsteht aber das Doppelcyanid Ag(CN),K sehr leicht; 
alle Silberverbindungen kénnen in dasselbe tibergefiihrt werden, wenn 
man sie im Uberschu8 von Cyankalium list. Diese Lésung geht unge- 
mein leicht vonstatten, selbst wenn die Wasserléslichkeit der beniitzten 
Silberverbindung eine so minimale ist wie beim Silberoxyd oder beim 
Schwefelsilber; darauf beruht ja das Reinigen von ,,angelaufenem“, 
schwarz gewordenem Silber durch Waschen mit verdiinnter (ca. 1%) 
Kaliumeyanidsolution. Endlich war noch ein drittes Moment fiir die 
hier angefiihrten Versuche von Bedeutung, nimlich daB CNK in den 
in Betracht kommenden Konzentrationen Bakterien (z. B. Bact. coli) 
nicht nachweisbar zu schidigen vermag, so da von der Beseitigung 
eines CNK-Uberschusses abgesehen werden durfte. 

Behandelt man Silberstiicke, von denen Proben die diversen oligo- 
dynamischen Effekte in starker Ausprigung zeigen, mit ca. 1°, Cyan- 
kaliumlésung, indem man sie in eine solche Lésung fiir 2—3 Stunden ein- 
legt, spilt sie dann mit Leitungswasser ab und untersucht nunmehr ihre 
Wirkung auf Bakterien, so erweist sich letztere als véllig aufgehoben. 
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Durch die Einwirkung des Cyankaliums bekommen die Silberflichen 
einen eigenartigen Glanz und eine merkwiirdige Glitte, so daB sie aus- 
sehen, als waren sie mit einem farblosen Firnis iiberzogen; entfernt 
man mechanisch diese Schicht (durch Abzichen mit Glaspapier), so aindert 
das nichts an dem vollstiindigen Mangel jeder zellschiidigenden (ab- 
totenden, entwicklungshemmenden) Wirkung. Erst der liangere Kontakt 
mit der Luft (vgl. diese Zeitschr. 1138, 58) vermag die bactericide Kraft 
zu regenerieren. 

Das Ergebnis entsprach somit der Erwartung, die man hegen durfte, 
wenn fiir die oligodynamische Aktivitat tatsiichlich nur die den schein- 
bar blanken Metallflachen aufgelagerten, wasserléslichen und in wiisse- 
riger Lésung Ag-Ion spaltenden Silberverbindungen in Betracht kom- 
men. Dies wurde noch deutlicher, wenn man versuchte, die bactericide 
Kraft einer fertigen oligodynamischen Lésung (,,aktivierten** Wassers) 


durch Zusatz von Cyankalium aufzuheben; dies mubte — die Richtig- 
keit der zugrundeliegenden Annahme vorausgesetzt — gelingen, was 


auch de facto der Fall war, wie der nachstehende Versuch lehrt. Es 
schien dabei von Interesse, die oligodynamische Fliissigkeit mit einer 
konzentrierten Ag,O-Lésung zu vergleichen und zwar sowohl hinsicht- 
lich der Intensitaét der Bactericidie als auch mit Riicksicht auf die zur 
Aufhebung derselben erforderlichen Cyankaliummengen. 

Versuch: Die oligodynamische Lésung wurde durch 2tigiges Einlegen von 
Ag-Stiicken in destilliertes Wasser hergestellt. — Die Ag,O-Lésung wurde durch 
Eintragen von chemisch reinem Ag,O im UberschuB in | Liter destillierten Wassers 
bereitet; durch Einstellen des Glaskolbens in den Dampfkochtopf suchten wir die 
Lésung des Silberoxydes zu beschleunigen und filtrierten hierauf durch Papier. 

Der eigentliche Versuch war so eingerichtet, daB jedes Réhrchen 6 cem Fliissig- 
keit enthielt; die eingesiten Bakterienmengen betrugen 1 Normaldése einer Suspen- 
sion von Colibacillen, erhalten durch Abschwemmen einer 24stiindigen Schrigagar- 
kultur mit 7 ccm destillierten Wassers. Die Bakterien blieben mit den auf ihre 
Bactericidie zu priifenden Fliissigkeiten 8 Stunden bei 18° in Kontakt; sodann 
wurde je eine Ose des bakterienhaltigen Gemenges auf der Oberfliche eines Schriig- 
agarrohrchens sorgfaltig ausgebreitet; die Agarréhrchen kamen fiir 16 Stunden 
in den Thermostaten, sodann wurde das Resultat abgelesen. (0 = kein Wachstum, 
2K = 2 Kolonien, R = zusammenhingender Rasen.) 


a) Wirksamkeit der oligodynamischen Fliissigkeit. 


Um diese zu titrieren, wurde das aktivierte Wasser fortschreitend (mit dest. 
Wasser) verdiinnt, die Verdiinnungen mit je 1 Ose Colisuspension beimpft und von 
diesen Verdiinnungen nach 8 Stunden Abimpfungen auf Schraigagarréhrchen 
vorgenommen. 


Verdiinnung: Wachstum: 

konzentriert 0 
ee 1 K. 
1:4 4 K. 
1:8 R. 
F716 R. 
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b) Wirksamkeit der konzentrierten Ag,O-Lisung [wie sub a)}. 


Verdiinnung: Wachstum: 
konzentriert 0 
132 0 
1:4 0 
1336 8 
1 : 32 0 
1: 100 0 
1 : 500 R. 
1 : 1000 R. 


c) Erforderliche CyK-Menge zur Neutralisation der oligodynamischen Fliissigkeit, 
d. h. der in 5ccm derselben enthaltenen wirksamen Substanz. 


Jedes Réhrchen wurde mit 5 cem oligodynamischer Fliissigkeit, mit fallenden 
Mengen 1 proz. Cyankaliumlésung und mit soviel destilliertem Wasser gefiillt, 
daB das Gesamtvolum 6 ccm betrug; Einsaat von 1 Ose Colisuspension und nach 
8stiindiger Einwirkungsdauer Abimpfung auf Schriigagar. 


Menge des zugesetzten CyK 


in ccm der 1 proz. Lésung: Wachstum: 
1,0 R. 
0,5 R. 
0,1 R. 
0,01 R. 
0,001 R. 
0,0001 2 K. 
0,00001 6 
0,000001 6 K. 
0,0000001 0 


d) Erforderliche CyK-Menge zur Neutralisation von 5 cem konzentrierter Ag,O-Lésung, 
ermittelt wie sub c). 


Menge des zugesetzten CyK 


in cem der 1 proz. Lésung: Washer: 
1,0 R. 
0,5 R. 
0,1 R. 
0,01 8 
0,001 1 K. 
0,0001 0 
0,00001 se) 


100 mal schwacher 





Die oligodynamische Lésung wirkte also 25 
bactericid als die konzentrierte Silberoxydlésung und erforderte dement- 
sprechend auch ca. 100 mal weniger Cyankalium zur kompletten Neutrali- 
sation ihrer keimtétenden Wirkung. Eine absolute Ubereinstimmung 
der Werte war von vornherein nicht sehr wahrscheinlich und hatte fiir 
unsere Zwecke auch keine besondere Bedeutung, so daB wir von einer 
Verfeinerung der Titrationen Abstand nahmen. 

Zweifellos ergibt sich aber aus diesen Experimenten zunachst wieder 
eine Stiitze fiir die chemische Theorie der oligodynamischen Phinomene 

















Oligodynamie des Silbers. 357 


und ein neues Argument gegen die u. E. definitiv abzulehnende Fern- 
wirkung Sazls. Auf diesen Standpunkt stellen sich tibrigens nahezu 
alle neueren Autoren, von denen wir hier nur Wernicke und Sordelli 
hervorheben, welche fiir Cu den Nachweis zu fiihren vermochten, daf 
Wasser, welches mit dem Metall oder mit seinen Oxyden in Kontakt ge- 
standen hat, nur dann bactericide Eigenschaften zeigt, wenn es tatsiich- 
lich das Metall in solcher Menge aufnehmen konnte, daB die Réhmann- 
Spitzer sche Cu-Reaktion ein deutlich positives Resultat liefert. Geht 
das Cu nicht in Lésung, so bleibt auch die Aktivierung des Wassers aus 
und zwar selbst dann, wenn der Kontakt mit dem Metall tiber 2 Monate 
wihrt. 

Dagegen kann aus der Neutralisierbarkeit der Oligodynamie von 
Metallflichen oder von aktiviertem Wasser durch Cyankalium nicht 
direkt der SchluB abgeleitet werden, dab die oligodynamischen Effekte 
auf Silberionen und nicht auf der Anwesenheit von molekular oder 
grober dispersem Silber beruhen. Denn Cyankalium lést auch metaili- 
sches Silber unter Entstehung von Ag(CN),K, allerdings nur unter Mit- 
wirkung von Luft, deren O offenbar in die Reaktion eingeht. So lést sich 
eine Silberfolie, auf der Oberfliche einer Cyankaliumlésung schwim- 
mend, sehr rasch; und im Dunkelfeld kann man direkt beobachten, wie 
die tanzenden, verschieden gefairbten Partikel eines Silbersols beim 
Zusatz von Kaliumcyanid ihre Farben verandern, an Zahl abnehmen 
und allmahlich verschwinden; bei makroskopischer Betrachtung sieht 
man, wie das dunkelbraunschwarze Sol durch das Kaliumcyanid griin, 
dann hellgelb wird, um sich schlieBlich in eine ungefarbte, wasserklare 
Fliissigkeit zu verwandeln. 

Die Auffassung der Oligodynamie als Funktion der Silberionen last 
sich jedoch mittelbar aus dem Antagonismus der CNK folgern, wenn 
man die letzgenannte Tatsache mit den Ergebnissen der Arbeiten von 
Paul und Krénig zusammenhialt, demzufolge gerade bei den Silbersalz- 
losungen die bakterientétende Kraft direkt abhangig ist von der Kon- 
zentrition der Ag-Ionen. Bei den Lésungen bekannter Silberverbindungen 
(Ag,C, AgNO.) liegt die Sache zweifellos so, dap die Aufhebung der 
desinfektorischen Fahigkeit durch CN K-Zusatz den biologischen Ausdruck 
der Umwandlung von wirksamen Ag- in unwirksame Ag(CN ),-Ionen 
darstellt; wenn wir nun sehen, daB CNK aktiviertes Wasser in gleichem 
Sinne beeinfluBt und daB die zur Aufhebung seiner Baktericidie notigen 
Mengen des Cyanids der geringen Intensitdt der Bactericidie vollig an- 
gemessen sind, so darf man wohl auch in diesem Falle den gleichen Pro- 
zeB annehmen und folglich das aktivierte Wasser seinem Wesen nach als 
die Lésung einer ionisierten Silberverbindung betrachten. 

DaB destilliertes Wasser von Silberflichen Silberion (und nicht 
kolloides Silber) aufnimmt, haben iibrigens Hénigschmid und Birken- 
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bach auf chemischem Wege konstatiert (Berichte d. deutsch. chem. Ge- 
sellsch., 1921, Nr. 8, 8. 1883). Bei ihren Untersuchungen iiber das Atom- 
gewicht des Wismuts beniitzten sie destilliertes Wasser, welches mit 
etwas saurem Kaliumsulfat mittels eines Silberkiihlers in ausgedimpfte 
Glaskolben aus Jenaglas destilliert wurde; der Kiihler war direkt in den 
verengten Hals des Destillationskolbens eingesetzt. Unstimmigkeiten 
zwischen Titrationen und gravimetrischen Bestimmungen bei der Ana- 
lyse der Wismuthalogenide veranlabten sie, an der Reinheit des destil- 
lierten Wassers zu zweifeln, obwohl Silberkiihler ganz allgemein fiir die 
Herstellung von Leitfihigkeitswasser von Physikochemikern empfohlen 
werden. In der Tat rief eine Lésung von Chlorion eine im Nephelometer 
deutlich sichtbare Opalescenz hervor, die auf der Fillung von in Am- 
moniak léslichem Silberchlorid beruhte. 21 differente Proben des destil- 
lierten Wassers, welche ebensoviel Destillationen entsprachen, ent- 
hielten 0,12—0,26 mg Ag im Liter (durchschnittlich 0,2 mg!); die Be- 
stimmung des Ag-Gehaltes erfolgte nephelometrisch durch Vergleich mit 
normierten Ag-Lésungen. Nach Blankspiilung des Silberkiihlers mit 
warmer KCN-Lésung und bei Vornahine der Destillation in einem von 
den tibrigen Arbeitsriumen entfernten Lokal sank der Ag-Gehalt des 
Destillates auf 0,04mg pro Liter ab. Hénigschmid und Birkenbach 
warnen auf Grund ihrer Erfahrungen vor dem Gebrauch von Silber- 
kiihlern zur Herstellung von reinstem Wasser; die Ursache der Abgabe 
von Ag-lon an das destillierte Wasser suchen sie in der Einwirkung der 
Laboratoriumsluft auf das metallische Silber, ohne sich naher tiber die 
Art dieser Einwirkung zu fiuBern. Sie meinen aber offenbar nicht die 
normalen Bestandteile der atmosphiirischen Luft, sondern die in chemi- 
schen Laboratorien méglichen Verunreinigungen, da sie die Destillation 
in andere Raumlichkeiten verlegten (ohne freilich die Aufnahme von 
Ag-lon durch das sich kondensierende Wasser auf Null herabdriicken zu 
k6nnen. ) 

Darf es somit als gesichert gelten, daB die oligodynamischen Er- 
scheinungen, soweit sie von Silber ausgehen, nicht auf der Abspaltung 
kolloiden Silbers oder kolloidaler Ag-Verbindungen, sondern auf der 


1) Es ist gewiB sehr auffallig, daB dieser Wert der GréBenordnung nach den 
Voraussetzungen entspricht, die sich aus den friiheren Versuchen von Doerr und 
den vorliegenden Resultaten ergeben. Silberoxyd lést sich bei 25° in einem Liter 
Wasser in der Menge von 2,2-10~* Grammatomen Silber (vgl. Hofmann, Lehrb. 
d. anorgan. Chemie, 8. 540), was 0,02 g ausmacht. Nun kann man andererseits fest- 
stellen, daB die oligodynamischen Lésungen (durch Ag-Kontakt aktivierte Proben 
destillierten Wassers) etwa hundertmal schwicher bactericid wirken als konzen- 
trierte Lésungen von Ag,O und daB sie etwa hundertmal weniger CyK zu ihrer 
Neutralisation benétigen; man wiirde daher einen hundertmal kleineren Gehalt 
an Silberion, d. h. 0,0002 g im Liter erwarten. Das ist aber eben die von Hénig- 
schmid und Birkenbach ermittelte Zahl. 
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Abgabe von Silberionen oder ionisierbaren Silberverbindungen — be- 
ruhen miissen, so bleibt es doch vorderhand unklar, auf welchem Wege 
bzw. durch Vermittelung welcher Zwischenstufen und unter welchen 
Bedingungen sich der Ubergang von metallischem Silber in Silberion 
volizieht. 

Doerr hat (diese Zeitschr. 113, 58) nachgewiesen, da gegliihtes 
und durch Glihen unwirksam gewordenes Silber die bactericide und 
hamolytische Wirkung wiedergewinnt, wenn es lingere Zeit an der Luft 
liegen bleibt; unter fliissigem Paraffin blieb diese Regeneration aus, 
welche auf die Bildung léslicher Silberverbindungen an der Metallober- 
flache durch die oxydierenden Einfliisse der Atmosphire bezogen wurde. 
Schon friiher war gezeigt worden, daB auch Sauren (H-lonen) das Reakti- 
vieren resp. Aktivieren unwirksamer Ag-Flichen herbeifiihren; die 
Aktivierung durch stark dissoziierte Siuren verlief dabei wesentlich 
rascher als jene durch Luft und beanspruchte unter Umstinden nur 
wenige Minuten, wihrend Zimmerluft erst in Monaten einen Effekt er- 
kennen lieB. Doch wirkten auch schwache Saiuren wie CO, noch erheblich 
intensiver und schneller als die bloB 0,03°,, Kohlensiure enthaltende Luft 
ventilierter Riume. Diese Untersuchungen wurden natiirlich fortgesetzt, 
insbesondere in der durch die bereits erzielten Ergebnisse automatisch 
bedingten Richtung, welcher Bestandteil der Luft an der Entstehung 
der wirksamen Ag-Verbindungen beteiligt ist, und zweitens auch, um 
Aufschliisse iiber die chemische Natur dieser Verbindungen zu er- 
halten. 

Inzwischen haben Wernicke und Sordelli!) (in Kenntnis der von 
Doerr mitgeteilten Versuchsresultate) diesen Teil des Problems aufge- 
griffen und fiir das Cu bearbeitet. Sie stiitzen sich zunichst auf zum 
Teil altere Publikationen, denen zufolge Cu in Wasser nur dann léslich ist, 
wenn O (oder oxydierende Substanzen) und gleichzeitig H-Ionen an- 
wesend sind; in Gegenwart von O, verwandelt sich Cu in die Cu-Oxyde, 
die aber von Wasser gleichfalls nicht angegriffen werden und nur 
in Lésung gehen, wenn H-Ionen (Siuren einschlieBlich CO,, saure oder 
hydrolisierte Salze) dies erméglichen. Mit einer geeigneten Versuchs- 
anordnung unterzogen Wernicke und Sordelli') diese Aufgabe einer 
Nachpriifung, indem sie Cu, CuO und Cu,O mit Wasser und Luft resp. 
reinem H,, O,, reiner CO, oder mit Kombinationen dieser Gase in Kon- 
takt brachten. Eine Aktivierung des Wassers und ein gleichzeitiges 
Positivwerden der Réhmann-Spitzerschen Reaktion erfolgte nur in vier 
Fallen (je eine Probe), namlich bei: 


1) Anales de la Asociacion Quimica Argentina 9, 145 (daselbst auch eine 
ausfiihrliche Besprechung der einschlagigen Literatur) und Cpt. rend. des séances 
de la soc. de biol. 1921, 8. 317. 
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Cu + H,O + Luft innerhalb von 2 Tagen, 


CuO + H,O + CO, %» » 26 ,, 
Cu + H,SO, + O, » » 61 ,, und 
Cu + H,O + 0,+ C0, ,, aa 


Die Kombinationen: 


Cu + H,O +H, (3 Proben), 


( 
Cr+ 0 +O, @ | °) 
Cu0 + H,O+ 0, (2. ,, =~?) und 
Cu,0 +H,O+H,(1 , ) 


lieferten negative Befunde. Wie man sieht, fehlen einige Kontrollkom- 
binationen; auch bemerken die genannten Autoren, daB sie bei manchen 
Experimenten abweichende (nicht naher angefiihrte) Resultate erhielten, 
welche sie irgendwelchen technischen Mangeln der Versuchsanordnung 
zuschreiben méchten und iiber die sie genauere Studien in Aussicht stellen. 
Sie kommen jedoch bereits auf Grund ihrer bisherigen Erfahrungen zu 
der Feststellung, daB Cu durch destilliertes Wasser nur bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von O, und CO, gelést wird; da aber diese Stoffe stets in 
der Luft vorkommen, so erklire sich, warum Cu unter den Bedingungen, 
unter welchen man bisher experimentiert hat, stets das wasserige Me- 
dium, mit dem es in Kontakt war, zu aktivieren, bactericid zu machen 
vermochte. 

Ohne auf eine ausfiihrliche Diskussion der interessanten Ergebnisse 
von Wernicke und Sordelli einzugehen, die in vielen und wesentlichen 
Punkten eine Bestaétigung der von Doerr vertretenen Auffassung der 
Oligodynamie enthalten, darf wohl an dieser Stelle betont werden, daB 
sich die mit Cu gemachten Beobachtungen, auch wenn sich ihre Giiltig- 
keit vollinhaltlich herausstellen sollte, nicht schematisch auf das Ag 
iibertragen lassen. Dem steht schon die Tatsache hindernd im Wege, 
dali das Silberoxyd in reinem Wasser in angebbarer Menge léslich ist, 
wihrend CuO und Cu,0 als praktisch unléslich betrachtet werden; dem- 
entsprechend wurde auch in den Versuchen von Wernicke und Sordelli 
Wasser durch Kontakt mit CuO oder Cu,O (in CO,-freier Atmosphire) 
nicht aktiviert, wihrend Ag,O destilliertes Wasser (bei Luftabschluf) 
rasch in eine relativ stark desinfizierende Fliissigkeit verwandelt. Diese 
Differenz mu8 selbstverstiindlich den Verlauf der Uberfiihrung von Cu 
resp. Ag in dissoziierbare Verbindungen beeinflussen. 

Bisher konnten wir nur Versuche anstellen, bei denen durch Cyan- 
kalium unwirksam gemachtes Ag-Blech in zugeschmolzenen Glasréhren 
verschiedenen Gasen (O,, H,, CO,) und Gasgemischen (Luft, Luft mi- 
nus O, Luft minus CO,, Luft minus H,S)exponiert wurde, wobei die Gase 
und Gasgemische entweder feucht (mit Wasserdampf gesattigt) oder 
trocken (Adsorption des Wasserdampfes durch CaCl,) zur Anwendung 
kamen. Einige Stiicke des Ag- Bleches wurden offen in der Laboratoriums- 
luft liegen gelassen und von Zeit zu Zeit eines auf seine oligodynamische 
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Wirkung (durch Einbetten in eine mit Coli beimpfte Agarplatte) ge- 
priift; diese erwiesen sich am 7., 17. und 27. Tage als unwirksam und 
bildeten erst am 40. Tage schmale, zarte wachstumsfreie Zonen. Gerade 
so stark wie Zimmerluft wirkte in derselben Zeit trockene Luft, Luft 
minus O, Luft minus CO,, schwacher Luft minus H,S; in einer H,- 
Atmosphire blieben die Ag-Stiicke véllig unwirksam, gleichgiiltig, ob 
trockener oder wasserdampfhaltiger H, auf die Metallflichen ein- 
wirkte. Viel stirker und auch weit rascher als durch Luft wirkte eine 
CO,-Atmosphire (trocken oder feucht) sowie eine Atmosphdre von 
reinem, trockenem O,; die in diesen Gasen aufbewahrten Ag-Stiicke 
umgaben sich auf der Agarplatte mit mehrere Millimeter breiten Héfen. 
Eine Unstimmigkeit hatten auch wir zu verzeichnen, indem eine feuchte 
O-Atmosphire in einem Versuch nicht zu aktivieren vermochte. Indes 
sind diese Untersuchungen noch nicht zum Abschlusse gelangt und hier 
nur mit Riicksicht auf die Publikation von Wernicke und Sordelli er- 
wihnt worden. 

Die Frage, ob die Wirksamkeit des durch Ag aktivierten Wassers 
auf einer bestimmten Ag-Verbindung berulit oder ob die bactericiden 
Ag-Ionen durch sehr verschiedene dissoziierbare Ag-Verbindungen ge- 
liefert werden kénnen, bleibt vorderhand unentschieden. Fer beide 
Moglichkeiten existieren Anhaltspunkte. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Cyankaliumlésung behandelte Silberflachen verlieren ihre 
vorher vorhandene keimtétende Wirkung; Cyankalium hebt ferner die 
bactericiden Krafte des durch Ag aktivierten Wassers auf. 

2. Dieser Antagonismus beruht, wie der Vergleich mit den Eigen- 
schaften bekannter Silbersalze lehrt, auf der Uberfiihrung der zell- 
schiidigenden Ag-Ionen in unwirksame Ag(CN),-Jonen. Das wirksame 
Prinzip in den verschiedenen Formen des oligodynamischen Versuches 
ist also Silberion; damit steht die Dialysierbarkeit und die Diffusibilitat 
der oligodynamischen Silberverbindung in Einklang sowie der von 
Hénigschmid und Birkenbach erbrachte Nachweis, da Wasser, welches 
mit Silberflichen in Kontakt war, eine nephelometrisch konstatierbare 
Chlorreaktion gibt. 

3. Fiir die bactericide Kraft von reinem kolloidem Silber (ohne Bei- 
mengung von Ag-Ion) besteht kein sicherer Beweis. 

4. Die bactericiden Fahigkeiten von Silberflichen entstehen durch 
Einwirkung der Luft auf das Metall; als wirksame Faktoren der Luft 
sind die CO, und der O, anzusehen, da beide im konzentrierten Zu- 
stande rascher und intensiver das Metall angreifen als die Luft. 
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Milchsiuregirung der Glucose durch Peptone. 


V on 
Gottfried Sehlatter. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Eidgenéssischen technischen 
Hochschule, Ziirich.) 


(Eingegangen am 21. April 1922.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Die nachfolgende Untersuchung ist eine Fortsetzung der vor Jahres- 
frist von Emil Baur und E. Herzfeld!) mitgeteilten Versuche, die als 
,Garung ohne Hefe* bezeichnet worden waren. Es wurde von den 
Autoren gezeigt, daB in Zucker-Peptonlésungen unter gewissen Be- 
dingungen eine Girung des Zuckers einsetzt. Dieselbe lieferte zum 
gréBten Teil eine Saure, wahrscheinlich Milchsiure, und zum kleineren 
Teil, nimlich zu etwa 5°, der gesamten Zersetzung, eine jodoform- 
gebende Substanz, wahrscheinlich Alkohol, so da man das Vorliegen 
einer gemischten, teils milchsiurebildenden, teils alkoholischen Girung 
behaupten durfte. Die Autoren haben nach einem derartigen Effekt ge- 
sucht, indem sie sich von der Vorstellung leiten lieBen, daB fermentierende 
Systeme durch eine geeignete Mischung sonst wohlbekannter Stoffe auf- 
gebaut werden kénnten. Denn nachdem EL. Herzfeld?) nachweisen konnte, 
daB man Fermente mit peptischen und tryptischen Eigenschaften 
durch Mischung von Aminosauren und Polypeptiden bereiten kann, 
war es naheliegend, auch fiir andere Girungen, als fiir Proteolysen, die 
Annahme zu machen, daB die entsprechenden Fermente nicht sowohl 
Stoffe von unbekannter Zusammensetzung enthielten, an denen ihre 
Wirkung haftete, sondern daB ein Ferment aus analytisch langst be- 
kannten Bestandteilen besteht, seine Wirkung aber nur in einem ganz 
bestimmten Mischungs- und Zerteilungszustand auszuiiben vermag. 
Dann sollte es méglich sein, derartige wirksame Mischungen kiinstlich 
zu bereiten. Indem Emil Baur und E. Herzfeld diesen Weg einschlugen, 


1) Diese Zeitschr. 117, 96. 1921. 
*) Diese Zeitschr. 68, 402. 1915. 
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erhielten sie die genannten sucroclastischen Effekte, wenn sie in bicar- 
bonatalkalischer Lésung Peptone und gallensaure Salze auf Trauben- 
zacker einwirken liefen. 

Die Versuche der Autoren waren mehr vorliufiger Art. Nach ver- 
schiedener Richtung forderten sie dazu auf, ins Einzelne verfolgt zu wer- 
den. Auf Anregung der Autoren habe ich es unternommen, die Versuche 
wenigstens nach einer bestimmten Richtung hin auszubauen. Es ge- 
lang mir, eine quantitative Vergarung des Traubenzuckers zu Milchsiure 
zu verwirklichen. Der Bereich meiner Untersuchung erstreckt sich auf 
die Durcharbeitung dieser Reaktion. 


Vorbereitende Versuche. 

Baur and Herzfeld haben mit zwei verschiedenen Peptonen gearbei- 
tet, mit Pepton Witte und mit Pepton Siegfried (von A. G. vormals 
B. Siegfried, Zofingen, Schweiz). Die beiden Peptone verhielten sich 
verschieden, insofern als das letztere die Girung rascher einleitete. Zu- 
satz von galiensauren Alkalien hielten sie unter allen Umstinden fiir un- 
erlaBlich. Hierzu ist aber zu bemerken, daB sich die Autoren auf Ent- 
bindung von Kohlendioxyd fiir sich allein nicht verlieBen, da auch im 
Blindversuch (d. h. wenn kein Zucker zugegen ist) eine solche eintreten 
kann, wenn geniigende Mengen von Pepton und Bicarbonat genommen 
werden. Vielmehr hielten sie eine Garung erst dann fiir gegeben, wenn 
die Jodoformprobe positiv ausfiel. 

Den Umfang der Jodoformbildung hatte ich zunichst nachzu- 
priifen. Hierbei muBte ich die Erfahrung machen, daB die Bereitung 
gleich wirksamer Gallensalzfraktionen, wie sie Baur und Herzfeld zur 
Verfiigung standen, auf Schwierigkeiten stieB. Nach der von den Au- 
toren gegebenen Vorschrift') verfahrend, bekam ich aus 500g Rinder- 
galle in der atherunléslichen Fraktion 37 g und in der atherléslichen 
Fraktion einige Gramme gallensaure Alkalien als hellgelbes Pulver. Die 
letztere Fraktion sollte die wirksame sein. 

Indessen verhielten sich meine beiden Priiparate gleich, namlich so, 
daB die Jodoformreaktion stets nur schwach blieb, wenn auch, nach 
der Entbindung von Kohlendioxyd beurteilt, ein unzweifelhafter Gar- 
effekt vorlag. Zum Gelingen des Versuches hielten es Baur und Herz- 
feld fiir nétig, daB Zucker, Pepton und Bicarbonat unter dem Pistill zu- 
sammengerieben und in der frischbereiteten wiisserigen Lésung von 
Gallensalzen unter Umriihren mit dem Pistill rasch aufgelést werden. 
Diese Vorschrift genau einhaltend, bekam ich bei Variation der Pepton- 
und Bicarbonatmenge die Vergirungswerte der folgenden Tabelle LI. 

Der Versuch besteht darin, da mit den in der Tabelle angegebenen 
Mengen von Pepton Witte und Bicarbonat je 2g Traubenzucker (pu- 
Le. S101. 
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rissimum, wasserfrei, Merck) verrieben und in 10 cem der | proz. Gallen- 
salzlosung gelést werden. Die Lésungen kommen in graduierte Sacchari- 
meter und werden bei 37° in den Brutschrank eingestellt. Die freie 
Oberflache in der Ampulle ist zweckmaibig mit Toluol zu tiberschichten. 
Zu jeder Probe gehért eine gleiche ohne Zucker. Die in dieser entwickelte 
Kohlensiure wird von der in der Hauptprobe entwickelten abgezogen. 
Die Unterschiede, gemessen in Kubikzentimeter, sind die in der Tabelle 
verzeichneten Werte. 


Tabelle I. 











Pepton Witte in g 
Bicarbonat “ Beginn Dauer in 
10g 05g 028 912 | nach Tagen Stunden 

g cem eem cem ecm 
1,0 2,5 1 0,6 0,1 sofort 4 
0,5 1,4 0,2 0,1 0,1 . 4 
0,2 5,6 6,0 5.6 5.5 2—4 2 Tage 
0,1 6,2 5,1 5,0 6,0 3—6 ee 


Fiir die dritte und vierte Zeile ist die abzuziehende Menge 0, fiir die 
erste und zweite geht sie bis 1,3 cem im Héchstfalle. Man erkennt einen 
schidlichen EinfluB einer zu hohen Salzkonzentration, dergestalt, dab 
deutliche Gireffekte vielleicht mit Ausnahme der ersten Spalte, nur bei 
den Proben der dritten und vierten Zeile zu verzeichnen sind. 

Die vergorenen Lésungen wurden nun angesiiuert, mit wasserfreiem 
Natriumsulfat iibersiittigt, ein Teil abdestilliert und im Destillat die 
Jodoformprobe angestellt. Diese fiel nun wohl insoweit positiv aus, als 
Jodoform durch den Geruch deutlich wahrnehmbar wurde, wihrend 
dies bei den blinden Proben nicht der Fall war; aber es war klar, da im 
Vergleich mit der entwickelten Menge Kohlendioxyd die auf Alkohol 
zu beziehende Jodoformbildung nur den Charakter einer quantitativ 
ganz unbedeutenden Nebenreaktion besitzt. 

Dasselbe Bild bekam ich auch, wenn das Witte-Pepton durch das 
Pepton Siegfried ersetzt wurde: undeutliche Garwirkung in ungefahr 
gesiittigter Bicarbonatlésung, deutliche in verdiinnter, immer aber nur 
Spuren von der jodoformbildenden Substanz. Das Pepton Siegfried 
hat den Vorzug vor dem Pepton Witte, daB die Garung rascher eintritt. 
Bei dem letzten muB es bedenklich erscheinen, dafs die Gairung in den 
eigentlich allein in Betracht kommenden, an Bicarbonat verdiinnten 
Lésungen erst nach 2 oder mehreren Tagen einsetzt. Um den Einwand 
méglicher Bakterientitigkeit zu begegnen, muBte man, vorlaufig wenig- 
stens, auf méglichst prompte Wirkung bedacht sein. Solche erreicht 
man mit dem Pepton Siegfried, z. B. gibt 1 g Pepton Siegfried, 2 g Glu- 
cose, 0,1 g Natriumbicarbonat in 10 ccm 1 proz. Gallensalzlésung auf- 
gelést, in 6—8 Stunden 5—6 cem CO,, wihrend im Blindversuch durch 
die Siurenatur des Peptons etwa 1 cem CO, entbunden werden. 
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Die sofort einsetzende Saurebildung fiallt in die Augen. Es wird spiiter 
nachgewiesen, daB diese Siiture Milchsiure ist. Sie setzt eine ihr aquiva- 
lente Menge Kohlensiiure aus dem Bicarbonat in Freiheit. Hierdurch 
wird der Verlauf bequem quantitativ verfolgbar. Aber die Jodoform- 
reaktion bleibt viel schwiicher als in den von Baur und Herzfeld mitge- 
teilten Versuchen. 

Das nichstliegende war, zu versuchen, durch Variation der Gallen- 
salzmenge diesem Mangel abzuhelfen. Dieses gelang nun zwar nicht, 
dafiir stellte sich heraus, daB fiir die Milchsaiuregiirung, die in den hier 
behandelten Versuchen sehr nahezu rein auftritt, das Gallensalz ganz 
entbehrlich ist. 

Gleichzeitig fallt eine andere Beschrinkung fort; nimlich die Not- 
wendigkeit, Pepton, Bicarbonat und Zucker erst zu verreiben und dann 
gemeinsam zu lésen. Vielmehr bekommt man die Milchsiéiuregiirung 
auch dann, wenn die Stoffe, die zum Zustandekommen des giirkriaftigen 
Systems notwendig sind, einzeln in Wasser aufgelést und in beliebiger 
Reihenfolge vereinigt werden. 

DaB zum Zustandekommen des beobachteten Effektes keiner der 
drei Bestandteile fehlen darf, wurde vielfach gepriift. Die folgende 
kleine Tabelle II gibt ein Beispiel: 


Tabelle II. 





In 10 cem sind gelést 
Pepton tie - Natrium- CO, 
Siegfried Traubenzucker bicarbonat 
2 g g ecm 
1 » 0 0*) 
0 0,1 0 
0 2 0,1 0 
l 2 0,1 4 





*) Gibt nach 24 Std. mit Bicarbonat versetzt, nicht sofort Gasentwicklung 


Nach diesen Feststellungen lieB ich die Frage nach den fiir ein 
stiirkeres Hervortreten der alkoholischen Girung nétigen Bedingungen 
fallen und beschriinkte mich auf die Untersuchung der ohne Gallensalze 
so gut wie rein einsetzenden Milchsiiuregirung der Glucose. Dieses Vor- 
gehen empfiehlt sich wegen der Einfachheit des zu behandelnden Sy- 
stems sowohl in bezug auf Zusammensetzung, wie in bezug auf den 
stofflichen Umsatz. 


Konzentrationsabhiingigkeit und ungefihrer zeitlicher Verlauf. 


Nachdem das Pepton Siegfried sich dem Pepton Witte weit iiberlegen 
gezeigt hat, wird die Konzentrationsabhingigkeit mit dem ersteren 
allein untersucht. Abgewogene Mengen der drei Bestandteile werden 
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in je 10 cem destilliertem Wasser gelést, in Saccharimeter gefiillt und 
die Gasentwickling im Brutschrank bei 37° gemessen. 
Ende, sowie der zeitliche Anstieg im groben Umrifi werden vermerkt. 
Das Ende der Girung fillt zusammen mit einer Ausflockung des Pep- 
tons: wihrend der Gasentwicklung triibt sich die zuniichst fast klare 
Girlésung. Bei konstant gehaltenem Zuckergehalt (2g Glucose auf 
10 cem Wasser) ergibt sich das Bild der Tabelle III und zugehérigen 


Kurventafel. Abb. la und Ib. 


Tabelle III. 





10 cem enthalten 2 g Traubenzucker und 











Anfang und 



































Pepton Siegfried 
Bicarbonat 10¢ 05 g 02 ¢ 01g 
g ccm ecm ecm ecm 
1,0 0 05 | O05 0,7 
0.5 0,3 09° 1. BS 1,9 
0,2 2,0 3,6 5,0 5,0 
0,1 4.0 48 5,0 5,0 
Beginn nach | | 
Stunden: sofort | ca. 2 | ca. 14 | ca. 16 
ccm CO, com CO; 
4 4 
ty 
5 
3 SY & S & 34 
ol 8 : 
bic 2-1 ¥ Bay %, & 136 | 
7 1 
0 ? 0 
5 ‘ 3 2 72 5 Pepton §. 10% 
y 
2%bue 3 9°; 
2 ay «ple 
14 @ : | 
0 : 0 
: ¢ bok s 12 5 Peyton 0% 
S2bue, af ge 5% BIC 
10%P5: uf si 
0 
@ a 9. 
a ‘ 8 12 z WG 5 Pepton §, 0% 
0 %Bbic — 
1 oot? 0 eg xh, 
0 L ZA Y ° Stunden 0 
4 8 Sie 5 Pepton §. 10% 
Abb. la. Abb. 1b. 


Die Zahlenwerte der Tabelle bedeuten Kubikzentimeter CO,, ab- 
ziiglich derjenigen Mengen, die gleichzeitig im Blindversuch ohne Zucker 
erhalten werden. In den Versuchen der dritten und vierten Zeile der 
Tabelle war nichts abzuziehen, in denjenigen der beiden ersten Zeilen 
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wechselnde Mengen bis 2,5ccm, steigend mit der Pepton- und Bicarbonat- 
menge. Diese Gasentbindung kommt nur von der Neutralisation des 
Peptons. Die Mehrzahl der Versuche ist doppelt oder dreifach ausgefiihrt 
worden. Die Abweichung der Einzelwerte ist nicht gréBer als das nur 
annihernd genase MefBverfahren festzustellen gestattet. 

Man erkennt folgendes: 

a) Wachsende Konzentration des Bicarbonats verringert das Aus- 
maB des Umsatzes. 1°, Bicarbonat ist ungefihr das Optimum. Unter- 
halb 1/,°, erlischt die Wirkung rasch. 

b) Auch die Peptonmenge hat bei ungefihr 1°, ihr Optimum. Es 
ist aber viel flacher, namentlich bei der optimalen Bicarbonatkonzentra- 
tion (1%). 

c) Der Beginn der Gasentwicklung tritt um so spiiter ein, je weniger 
Pepton vorhanden ist. Der Verlauf der Garung hat einen deutlich auto- 
katalytischen Verlauf, d. h. die Gasentwicklung setzt langsam ein, wird 
dann rascher, um bei eintretender Flockung ziemlich plétzlich zum 
Stillstand zu kommen. Da die Gasentwicklung erst dann einsetzen kann, 
nachdem die Lésung an Kohlendioxyd etwas tibersittigt ist, so bedeutet 
die Inkubationszeit bei den geringeren Pepton S.-Gehalten nicht etwa, 
daB die Zuckerzersetzung erst nach so viel Stunden anfingt, sondern 
nur, daB sie solange sehr geringfiigig geblieben ist. 

Sowohl die UmsatzgréBe, als der zeitliche Verlauf der Giarung, ist 
von der Konzentration des Peptons und Bicarbonats in ganz gesetz- 
miBiger Weise abhiingig und vollkommen reproduzierbar. Dies beweist, 
da8 Pepton und Bicarbonat in ihrer Kombination die wirklichen Ur- 
sachen der Milchsiuregirung des Traubenzuckers sind. 

Nun ist noch der EinfluB der Konzentration des Zuckers festzu- 
stellen. Die folgende Tabelle IV enthalt die diesbeziiglichen Versuche ; 
zugleich sind in ihr noch Versuche mit weniger als 1°, Pepton und Bi- 
carbonat aufgenommen. 


Tabelle IV. 





10 ccm enthalten 


0,1 g Pepton Siegfried 0,05 g Pepton Siegfried 
benz 
as 5 is 0,05 g Bie. 0,1 g Bie. 0,05 g Bie 
4 ecm ecm ecm ecm 
1,0 6,2 3.4 4.8 2,0 
0,5 sf 5,0 6,8 2,2 
0,25 5,1 3, 6,2 3,3 
0,1 6,5 2,6 4.2 3,3 
0,05 3.0 3.) 1,9 2,2 





Man sieht, daB herab bis zu 1°, Zucker kein deutlicher Gang der 
Garungswerte auftritt. Erst bei 1/,°4 bemerkt man ein Nachlassen. Es 
2/0 
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ist also das Ausma} der Girung in weiten Grenzen unabhingig vom 
Zuckergehalt. 

Weiter unten wird gezeigt werden, dab bis zu einem Gehalt von 
1—2°,, der Zucker erschépfend vergoren werden kann. 


Der genaue zeitliche Verlauf der Girung. 

Nach dem vorhergehenden Abschnitt eignen sich fiir genauere Un- 
tersuchung Mischungen mit etwa 2°, Bicarbonat, 1—10°, Pepton und 
einigen Prozenten Zucker. Die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit 
geschieht im Nitrometer nach Lunge, deren MeBréhre von einem weite- 
ren Glasmantel umgeben wird. 

Der Zwischenraum wird mit Wasser gefiillt, das auf 37° erhitzt wird. Die Hei- 
zung besorgt ein in das Wasser getauchter Koblenstab, der von Wechselstrom 
durchflossen ist. Der Temperaturausgleich wird durch Luftriihrung bewirkt. 
Uber Quecksilber als Sperrfliissigkeit wird das Nitrometer mit 50 ccm der 
Garlésung beschickt. Das entwickelte Kohlendioxyd wird an der Teilung des 
Nitrometers abgelesen, wobei das NiveaugefiB dauernd nachgeriickt wird. Wenn 
erforderlich, wird das Kohlendioxyd durch Offnen des Hahnes abgelassen. 

Die Angaben der folgenden Tabelle V beziehen sich simtlich auf L6- 
sungen, die 2°, Bicarbonat enthalten, auBerdem die in der Tabelle an- 
gefiihrten Mengen Pepton S. und Traubenzucker. Bei der Herstellung 
der Lésungen wurde von der inzwischen gemachten Erfahrung Ge- 
brauch gemacht, dab es unbeschadet der Girkraft zuliassig ist, die Pep- 
tonzuckerlésung vorgingig der Zugabe des Bicarbonats auf dem sieden- 
den Wasserbad zu erhitzen, wodurch die Bakterienkeime zum gréBten 
Teile (aber mit Ausnahme der Sporen) getétet werden. MaBig langes 
Erhitzen beeintriichtigt die Girfaihigkeit nicht nur nicht, sondern tibt 
sogar einen beférdernden EinfluB aus. 

Die Lésungen werden demgema8 folgendermaBen hergestellt: Zucker 
und Pepton werden in der Reibschale zusammengerieben, hierauf wird 
ein Drittel der Wassermenge langsam unter Riihren zugegeben. Nach 
volliger Lésung wird 20 Minuten auf dem siedenden Wasserbad sterili- 
siert, dann rasch filtriert und die restlichen ?/; Volumen Wasser, worin 
vorgingig das Bicarbonat gelést wurde, zugefiigt, umgeschiittelt, und 
die Lésung in das Nitrometer eingefiillt. 

Die Reproduzierbarkeit der Lésungen mit 1° Pepton ist sehr gut, 
diejenige der mit 5 und 10°, Pepton nicht so vollkommen, indeni so- 
wohl die Inkubationszeit, als der Endpunkt der Garungen individuellen 
Schwankungen unterworfen sind, fiir die wahrscheinlich kleine Unter- 
schiede der Handhabung bei der Bereitung der Lésungen verantwort- 
lich sind. Die Art der Breibereitung scheint auf die Dispersitat des Pep- 
tons auch noch nach dem Erhitzen auf dem Wasserbad von Einflu® zu 
sein. Je nachdem tritt raschere oder langsamere Flockung ein und damit 
ein friiherer oder spiiterer Stillstand der Girung. Wenn die Flockung 
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Tabelle V. 
Die Zahlenwerte bedeuten cem (C¢ ), 























Zeit 10 proz. Pepton Sieg/r 5proz. Pepton Siegfried zeit |1Ptoz. Pepton Siegfr 
Std. 8proz.Z.  lproz. Z. | 8proz. Z. 1proz. Z. | | proz. Z. Std. | 8proz. Z. Iproz. Z. 
‘le 0 0 15'/, 0 0 
1 12,5 4 16 2 l 
1'/, 25 10 164, ] 10 5 
y 4 37 19 17 17 1] 
21/s 55 28 0 17*/, 27,5 2 
3 68 37.) 1.5 18 5 25 
3'/s 75 45 0 6 — 18/, 
t 83 51 1.5 10 19 - 
4}/, 57 6,0 12 19*/, 54.5 52 
5 100 71 9,5 15,5 20 
51/4 20'/. 
6 0 21 - 
61 25 3 2 §21/.] 81,5 75 
7 134,5 99 35 44 9) 22 
7, 44 50 22'/,] 94 88 
8 110 12,5 § 23 
81/, 115.5 14.5 | 23'/,] 107 101 
9 165 115,5 65 75,5 21 24 — 
o/s be 86 26 24'/, 
10 185 31 25 124 115 
10'/, 194 87,5 98 40,5 25'/, 
11 204 48.5 | 26 128 115 
11"/, 101 110 56 26"/, 
12 215 112,5 64,5 9 27 
12'/, | 223 110 76 27's — 
13 227 112.5 88 28 
131/, 118 28'/s 
14 235 104 29 
14!/, 125 108 29"/. ~ 
15 240 125 30 128 
15'/, | 244 L12 
16 244 112 
18 244 125 112 
Numme- 
rierungd. 
Kurven I II If! IV V Vi Vil 


sofort oder schon nach 10 Minuten eintritt. so wird kein Zucker ver- 


goren. 

Die Zahlenwerte der Tabelle V sind auf der Kurventafel, Abb. 2 
graphisch veranschaulicht. Namentlich die Kurven mit 5°, Pepton 
zeigen deutlich den autokatalytischen Charakter. Der Abbruch der 








Garung bei ca. 115 cem CO, in den Lésungen mit 1°, Zucker erfolgt fast 

plotzlich und zwar, wie die Rechnung lehrt, wegen vélligen Verbrauchs 

des Zuckers. Mit den Daten: Litergewicht des Kohlendioxyds bei 37 

und 720mm: 1,65 g, Léslichkeit bei 37° und 720mm: 0,1 g in 100g 

Wasser, _ liefert Rechnung 115 cem CO, = 0.44 g Milchsiiure. 

Zucker vorhanden: 0,50 g. — Zu den Versuchen mit 3°, Zucker haben 
24* 
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wir Stillstand der Garung nach Vergirung von ungefahr 1/;, bzw. 2/; der 
vorhandenen Menge. 

Man sieht also, da& der Stillstand der Girung bei Uberschu8 des 
Zuckers von der Flockung des Peptons, bei UnterschuB des Zuckers 
aber von dessen Verbrauch beherrscht wird. 

Die Kurven bestitigen den friiheren Befund, daB Zunahme der Pep- 
tonkonzentration die Inkubationszeit abkiirzt und die Dauer der Garung 
verlingert. 

Analytische Untersuehung und Umsatz-Bilanz. 

Um fiir die analytische Bestimmung der Produkte der Garung ge- 
niigende Stoffmengen zu bekommen, wurde die Girung mit je 750 cem 
Lésung vorgenommen, die in einer Kochflasche im Thermostaten bei 
37° sich befanden, wahrend das entwickelte Kohlendioxyd in einer 
Kugelburette iiber gesittigter Kochsalzlésung als Sperrfliissigkeit auf- 
gefangen wurde. 

Nach vollzogener Girung ist in der Lésung der tibrige Zucker, die 
Milchsiure und die jodoformgebende Substanz (Alkohol) zu bestimmen. 
Vorgiingig ist die Milchsaure zu identifizieren. Zu diesen Bestimmungen 
dienten die folgenden Methoden 


a) Identifizierung der Milchsdure. 
Die vergorene Lésung wird angesiuert, der Peptonniederschlag zentrifugiert, 
alsdann die Lésung ausgeithert und die atherische Lésung verdampft. Es ver- 
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bleibt ein Sirup, der in der Porzellanschale auf dem Wasserbad vollstandig von 
fliichtigen Bestandteilen befreit wird. Dariibergehaltenes Lackmuspapier farbt 
sich nicht rot; es sind also keine fliichtigen Fettsiuren vorhanden. Der Riickstand 
muB eine Oxysaure sein. Derselbe gibt folgende Reaktionen: 

1. Blaue Eisenphenolatlésung farbt sich mit einigen Tropfen des Riickstandes 
gelb, also eine Oxyséure ist vorhanden. 

2. 0,2 cem des Riickstandes werden mit 2 cem konz. H,SO, 2 Minuten im Was- 
serbad erhitzt, erkalten gelassen, mit 1—2 Tropfen emer 5 proz. weingeistigen 
Kodeinlésung versetzt; eine stark braune Fiarbung zeigt Milchsaure an. 

3. Einige Tropfen werden mit 5 ccm konz. H,SO, und einem Tropfen konz. 
CuSO,-Lésung erhitzt (im Wasserbad); nach dem Abkiihlen werden 2—3 Tropfen 
ca. 1/,proz. weingeistiger Thiophenlésung zugegeben und erwirmt. Es tritt eine 
tief kirschrote Firbung auf. Milchsiure ist anwesend. 

4. 1 cem des Riickstandes wird mit kaltgesattigter alkoholischer Zinkacetat- 
lésung versetzt. Nach einigen Stunden haben sich kleine feine Nadeln von Zink- 
lactat gebildet. Die Milchséure ist damit qualitativ sicher nachgewiesen. 

5. Die Lésung des Atherabdampfriickstandes in Wasser hat kein optisches 
Drehungsvermégen. Die entstandene Milchsaure ist also die gewéhnliche, optisch 
inaktive Garungsmilchsaure. 

6. Mikroskopische Priifung des Zinklactates. Mehrere Gramme der im Gar- 
versuch aus Zucker dargestellten Milchsiure werden wie unter 4. in das Zinksalz 
verwandelt; dasselbe wird abgesaugt und aus Wasser umkrystallisiert. Hierbei 
erhalt man feine Nadeln, die unter dem Mikroskop meBbar sind. Ein Vergleichs- 
praiparat wird hergestellt aus kauflichem Natriumlactat durch Anséuern seiner 
wiasserigen Lésung, Ausithern usf. wie oben, schlieBlich Umkrystallisieren des 
Zinnlactates aus Wasser. Beide Krystallisationen erweisen sich unter dem Mikro- 
skop als identisch. Die Krystalle sind Prismen mit gerader Ausléschung. Der 
Winkel zwischen Prisma und Doma betrigt 118°, derjenige der beiden Domen- 
flichen 124°. 

7. Analyse des Zinklactates. Das Zinksalz der Girungsmilchsiéure ist von 
Buff') analysiert worden. Es hat die Formel (CH,CHOHCOO),Zn «3 H,O. Danach 
enthalt es 18,19 H,O und 21,9% Zn. Mein aus dem Girversuch gewonnenes 
Zinklactat ergab bei der Analyse: 0,0608 g Zinklactat aus dem Exsiccator wiegen 
nach 24 Stunden Luftbad bei 100°: 0,0501 g, entspricht 17,79, H,0. 

1,2801 g Zinklactat werden als Zinksulfid gefallt und als Zinkoxyd gewogen. 
Erhalten 0,4220 g ZnO = 21,5°% Zn. 


b) Jodoformprobe. 

Von der angesiuerten und durch Zentrifugieren geklirten Girlésung wird 
die Hialfte (etwa 300 ccm) abdestilliert. Das Destillat wird mit viel Pottasche 
versetzt und auf 60° erhitzt unter Eintragen von Jod, bis es nicht mehr entfarbt 
wird. Geruch nach Jodoform und Abscheidung der bekannten gelben Krystall- 
flitter beweisen die Anwesenheit eines jodoformgebenden Stoffes. In simtlichen 
Versuchen betrug die Abscheidung nur wenige Milligramm. Die Konzentration 
des mutmaBlich vorhandenen Alkohols ist sonach zu gering, um ihn durch seine 
Reaktion mit p-Nitrobenzoylchlorid identifizieren zu kénnen. 


c) Bestimmung des Zuckers. 


Nach der Gairung wird qualitativ mit Nylanders Reagens (2 g Wismutnitrat 
und 10,4 g Seignettesalz in 100 cem 8 proz. Natronlauge) auf Zucker gepriift. In 
denjenigen der unten tabellierten Versuche, in denen in der Spalte fiir Glucose 


1) Liebigs Ann. d. Chem. 140, 159. 1866. 
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eine Null steht, verlief die Priifung (schwarzer Niederschlag nach dem Aufkochen) 
negativ. 

Zur quantitativen Bestimmung des unvergorenen Zuckers kann die Polari- 
sierung nicht verwendet werden wegen der Anwesenheit linksdrehender Amino- 
siuren. Daher wurde der Zucker in der zentrifugierten Garlésung nach Fehling 
in der iiblichen Weise titriert. Bekanntlich wird die Fehlingsche Lésung so ein- 
gestellt, daB zur Entfirbung von 10 ccm der Kupfersulfatlésung 0,1 g Zucker 
gebraucht wird. Werden also z. B. von der vergorenen Lésung 11,75 ccm gebraucht, 
so sind in 750 ccm enthalten: 

750 - 0,1 
11,75 

Nach diesem Verfahren sind die in der unten folgenden Tabelle VI eingetrage- 

nen Zuckerwerte bestimmt. 


6,29 » Glucose. 


d) Bestimmung der Milchsdure. 


Wegen des ungiinstigen Teilungsverhaltnisses der Milchsiure [etwa 1 : 12 
nach Pinnow')] ist ein erschépfendes Ausithern aussichtslos. Die Milchsiure 
wurde daher bei allen Girungsanalysen, bei denen keine oder nur sehr kleine 
Mengen Zucker unvergoren blieben, nach dem Verfahren von Moéslinger, verbessert 
von Baragiola und Schuppli*), folgendermaBen durchgefiihrt: 

25 ccm der vergorenen und zentrifugierten (vorher mit verdiinnter Salzsiure 
angesiuerten) Lésung, die héchstens 3°/), Milchsiure enthalten darf (aus der 
Kohlendioxydentwicklung kann dies berechnet werden), wird mit 25 ccm Wasser 
und 5cem einer 10 proz. Bariumchloridlésung versetzt und mit heiB®gesittigter 
Bariumhydroxydlésung neutralisiert; nach dem EKindampfen auf ca. 15 ccm, 
wobei die Lésung genau neutral gehalten werden muB, bringt man sie in einen 
Mischzylinder und laBt erkalten. Man spiilt mit 96 proz. Alkohol nach und fiillt 
damit unter stetem Umriihren auf 100 ccm auf. Man filtriert durch ein mit Uhrglas 
bedecktes Faltenfilter (Dauer 3 Stunden). Vom Filtrat werden 75 ccm in einem 
Kélbchen mit 25 cem 5proz. Natriumsulfatlésung versetzt, umgeschiittelt, etwa 
1/, Stunde absetzen gelassen und das Bariumsulfat durch ein Faltenfilter abfiltriert 
Vom Filtrat werden 75 ccm in einer Platinschale eingedampft, verkohlt und die 
Asche weiBgebrannt (Dauer ca. 2 Stunden). Nach dem Abkiihlen wird mit genau 
eingestellter ®/;-Salzsiure aufgenommen, wobei das aus Bariumlactat entstandene 
Bariumcarbonat gelést wird; hierauf wird filtriert und mit "/;-Kalilauge zuriick- 
titriert mit Methylorange als Indicator. Daraus laBt sich die Milchsaure leicht 
berechnen. Aus 7,5 g Zucker wurden 7,2 g Milchsaéure gefunden (bei Versuch Nr. 2). 
Damit ist die quantitative Milchsiuregirung bestatigt. Die Milchsiurebestim- 
mungen nach Méslinger kénnen, wenn nicht genau nach Vorschrift -verfahren 
wird, zu groBe oder zu kleine Werte liefern. Von einer Garlésung miissen mehrere 
Milchsiurebestimmungen gemacht werden. Wenn diese mitemander und mit 
dem aus der Kohlendioxydentwicklung berechneten Wert iibereinstimmen, so 
kann die Bestimmung als richtig angesehen werden. 

In den Versuchen 7 und 8 der Tabelle VI ist die Milchsiurebestimmung unter- 
blieben wegen der groBen Menge Pepton (10%). Man kann aber indirekt aus der 
gemessenen Kohlendioxydmenge auf die gebildete Milchsiure zuriickschlieBen, 
indem fiir das Litergewicht des Kohlendioxyds bei 15° und 720 mm: 1,75 g, und 
fiir die Léslichkeit bei 37° und 720 mm: 0,1 g in 100 g Wasser angesetzt wird. 
Der so berechnete Wert fiir die Milchsiure ist etwas zu klein, teils wegen Uber- 


1) J. Pinnow, Zeitschr. f. analyt. Chemie 54, 321. 1915. 
*) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 27, 842. 1914. 
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sittigung der Garlésung an Kohlendioxyd, teils wegen Verlust durch Absorption 
iiber der Sperrfliissigkeit. 

Die Tabelle VI ent halt 10 nach den obigen Methoden vollstandig durchgefiihrte 
Versuche. 


Tabelle VI. 








750 ccm Lésung enthalten Menge 
ee Seeones : ne CO, in Beginn Dauer 
4 5 vor der Garung nach der Garung Litern de r Co. der 
Fd I } Milch- aia bei 15 Entwick- Garang 
‘o = Bie. | Glucose |PeptonS. Glucose | os ne pation ge- lung nach in 
’ p : aw messen Stunden Stunden 
4 | uw u £ u mg 
L 7,5 7,5 7,5 0 6,9 2—3 1,4 16 6 
2 7,5 TS 7,5 0 7,2 2—3 1,4 16 6 
3 7.5 | 15,0 7.5 | 6,4 81 | 2-3] 1,6 15 6 
4 7,5 15,0 to 6,3 8,1 2—3 1,6 15 6 
5 7,5 7,5 37,5 0 6.9 2—3 1,5 8 8 
6 15,0 15,0 37,5 6,2 8,2 2—3 1,6 8 | 8 
7 15,0 15,0 75,0 0 11,2 12 2,¢ | sofort | 12 
8 15,0 22,5 75.0 7, 11,2 2 2,7 sofort 14 
v 7,5 0 ‘to 0 8) 0 0) 
10 15,0 0 75,0 0 0 0,2 | sofort 3 


Die Versuche 9 und 10 sind zuckerfreie Kontrollen. Im 7. und 8. Versuch 
steht unter ,,Milchsiure“ ein ,,berechneter‘ Wert, der nach der Kohlendioxyd- 
erzeugung geschitzt ist. Statt 11,2 g sollte der Wert etwa 15 g sein. Der Grund 
fiir das Zuriickbleiben dieser Zahl ist schon angegeben. Legt man aber das gemessene 
Kohlendioxydvolumen vom 1. und 2. Versuch zugrunde und rechnet damit die 
dort gefundene Milchsiituremenge proportiona] um, so wiirde man ungefahr zu der 
richtigen Zahl kommen. 

In den Versuchen 1 bis 6 ist die Summe der nach der Girung be- 
stimmten Mengen von Glucose plus Milchsiure nahe gleich der vor der 
Garung vorhandenen Glucose. Hiermit ist bewiesen, dai die Giairung 
dargestellt wird durch die Gleichung: C,H,.O, = 2 C,H,QOs. 

In den Versuchen von Baur und Herzfeld betrug die Milchsiure- 
girung (nach der Kohlendioxyderzeugung beurteilt) etwa 95°, des ge- 
samten Umsatzes; der Rest war wahrscheinlich alkoholische Girung. 
In den vorliegenden Versuchen kommt auf diese Nebenreaktion nur etwa 
1/oo09 Ces Umsatzes. 


Das Verhalten des Peptons. 

Die analytische Untersuchung, die im vorigen Abschnitt behandelt 
wurde, wiire unvollstandig, wenn die Veranderungen, die am Pepton 
vor sich gehen, auBer acht gelassen wiirden. Wie schon beschrieben, tritt 
wihrend der Garung eine auBerlich erkennbare Veranderung ein. Die zu- 
erst fast klar durchsichtige Girlésung wird milchig triibe und gleich- 
zeitig setzen sich langsam grébere Flocken ab. Gegen den SchluB der 
Girung ist starke Flockung vorhanden; die tiberstehende Losung wird 
wieder klar und die Gasentwicklung hért auf. Flockungsvorgiinge dieser 
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Art unterliegen einem autokatalytischen Verlauf!). Es scheint, daB die 
Milchsiiuregiirung gerade dieser Flockung parallel geht und daher ein 
entsprechendes Zeitgesetz befolgt. Nur wahrend der Dispersitatsinde- 
rung bekommen wir den Zuckerzerfall als induzierte Reaktion. Dieser 
Umstand ist schon von Baur und Herzfeld betont worden. Die Autoren 
deuten auch an, daB die Dispersitiit nicht die einzige Anderung ist, die 
am Pepton vor sich geht, sondern dai gleichzeitig ein hydrolytischer 
Vorgang stattfindet. 

Die Hydrolyse oder Autolyse des Peptons habe ich quantitativ unter- 
sucht und gefunden, da der Gehalt an freien Aminosiuren wihrend 
der Girung und nur wihrend derselben eine starke Zunahme erfahrt. 


Fiir die Dosierung freier Aminosiuregruppen steht uns in der Reaktion mit 
Ninhydrin (Triketohydrindenhydrat) ein ausgezeichnetes Hilfsmittel zu Gebote. 
Es ist von E. Herzfeld*) gezeigt worden, daB jede freie Aminosiuregruppe, einerlei 
zu welcher einfachen oder verketteten Aminosiure sie gehért, gleichviel zu der 
Erzeugung des blauen Farbstoffes beitragt, der mit Ninhydrin entsteht und dessen 
Menge colorimetrisch leicht gemessen werden kann. Hierbei dient eine Vergleichs- 
lésung, die mit einer bekannten Menge, z. B. von Glykokoll, bereitet wurde, als 
Standard. Die so durch colorimetrischen Vergleich erhaltenen Werte kann man 
entweder in Grammen Glykokoll oder in Grammen Stickstoff ausdriicken. In 
der unten folgenden Tabelle VII ist der letztere Ausdruck gewahlt. Die Bestimmung 
wird nach EF. Herzfeld folgendermaBen ausgefiihrt: 

lecm der zu untersuchenden Lésung wird mit ca. 10 cem Alkohol versetzt, 
das alkoholische Filtrat in einer Porzellanschale unter Zugabe von 0,5 ccm einer 
1 proz. Lésung von Triketohydrindenhydrat eingedampft, nachdem die Lésung 
durch Zutropfen von verdiinnter Natronlauge genau gegen Lackmus neutralisiert 
worden ist. Dann sofort aufgenommen mit 90 proz. Alkohol in mehreren Portionen, 
wobei sich eine tiefblaue oder violette Lésung bildet. Die Lésung wird colori- 
metriert mit einer Vergleichslésung, die aus 1 cem einer 1 promill. Glykokollésung 
hergestellt wird. Es werden jeweilen 3 Parallelbestimmungen nebeneinander aus- 


Tabelle VII. 








Zusammensetzung der G&rlésung ee aes ee 
Veisuche- 750 ccm enthalten : ? Stickstoff 
nummer mere - ———$—__—_—_——— 
Bic. Zucker Pepton S. vor der nach der 
g 4 Girung Girung 
1 7.5 7,5 7,5 0,135 0,34 
2 7,5 7,5 7,5 0,135 0,37 
3 %.5 15,0 7,5 0,140 0,41 
4 7,5 15,0 75 0,135 0,41 
5 7,5 7,5 37,5 0,67 1,12 
6 15,0 15,0 37,5 0,67 1,12 
7 15,0 15,0 75,0 1,36 2,24 
8 15.0 22.5 75.0 1,36 2.40 
) 7,5 0 7,5 0,135 0,12 
10 15,0 0 75,0 1,36 1,00 


1) Freundlich und N. Ishizaka, Kolloid-Zeitschr. 12, 230. 1913. 
2) E. Herzfeld, diese Zeitschr. 59, 249. 1914. 
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gefiihrt. Bei Anwesenheit von sehr viel Aminosaéuren soll die zu untersuchende 
Lésung zuerst auf das 10fache Volumen verdiinnt und davon 1 ccm zur Bestim- 
mung verwendet werden. 

In den Versuchen 1—10 der Tabelle VI sind die Ninhydrinwerte ermittelt 
worden. Dieselben stehen in der Tabelle VII verzeichnet. 

Der Aminotiter (ausgedriickt in Grammen Stickstoff auf 750 cem) wird vor 
der Garung, d. h. unmittelbar nach der Bereitung der Lésungen, und nach der 
Giarung, d. h. im allgemeinen nach 24 Stunden, bestimmt. Wir erhalten das belang- 
reiche Ergebnis, daB der Aminotiter waihrend der Garung sich verdoppelt oder 
verdreifacht. Im Blindversuch dagegen bemerkt man keine solche Zunahme, 
sondern sogar eine kleine Abnahme, was auf einen Reversionsvorgang hinweist. 
Es wird weiter unten gezeigt, daB der wihrend der Girung einsetzende autolytische 
ProzeB nicht so sehr darin besteht, daB niedere Aminosdiuren abgespalten werden, 
sondern darin, daB sich héhere Polypeptide in niedere Peptide aufspalten. Dieser 
Vorgang scheint mit der Garung in einer notwendigen Weise verflochten oder 
gekoppelt zu sein. Diese Feststellung gewihrt einen tieferen Einblick in das Wesen 
der vorliegenden Garung. Wie schon Baur und Herzfeld darlegten, muB sich daraus 
eine neue Auffassung fermentativer Prozesse entwickeln, nimlich deren Einreihung 
unter die induzierten Reaktionen. 


Die Rolle des Bicarbonats. 

Zusatz von Natriumbicarbonat ist eine unerliBliche Bedingung, 
um die Milchséiuregirung in Gang zu bringen. Es laBt sich feststellen, 
daB das Salz als Puffer wirkt zur Aufrechterhaltung einer bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentration. Denn es kann durch geeignete andere, 
die Neutralitait regelnde Salze ersetzt werden. Die gewohnlich hierzu 
verwendeten Phosphatgemische sind zwar untauglich, da sie zu rasche 
Flockung des Peptons hervorrufen. Wohl aber gelingt es, die Milch- 
siurebildung bei Zusatz von Natriumacetat einzuleiten, einen Puffer 
von sehr schwacher Alkalitaét, der seiner einwertigen Ionen wegen nicht 
starker flockend wirkt als Bicarbonat. 

Folgende Lésungen wurden im Nitrometer bei 37° beobachtet: 

I. 0,75 g Natriumacetat + 0,75 g Traubenzucker + 0,75 g Pepton Siegfried 
+ 75 cecm Wasser. 

II. 1,5 g Natriumacetat + 0,75 g Traubenzucker + 0,75 g Pepton Siegfried 
+ 75 com Wasser. 

In beiden Lésungen tritt keine Gasentwicklung ein. I. bleibt wahrend einigen 
Tagen klar und reagiert dann noch schwach alkalisch. II. triibt sich nach einigen 
Stunden zunehmend. Tags darauf wird gesittigte Natriumbicarbonatlésung zu- 
gegeben. Sofort entwickeln sich etwa 40 ccm Kohlendioxyd, zum Zeichen, dab 
eine entsprechende Siurebildung stattgefunden hat. 

Es ist also méglich, das Bicarbonat durch Acetat zu ersetzen, wenn man die 
richtigen Mengenverhiltnisse einhailt. Die Rolle des Bicarbonates als Puffer 
scheint hiermit befriedigend aufgeklirt zu sein. 


Die Eigenart der Peptone. 
Es ist in einem friiheren Abschnitt die Wirksamkeit des Pepton Witte 
mit der des Pepton Siegfried verglichen und festgestellt worden, dab 
das zweite dem ersten weit tiberlegen ist. In der Tat bekommt man mit 
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Lésungen, die 1°, Bicarbonat, 1°, Zucker und 1°, Pepton Witte ent- 
halten, erst nach mehreren Tagen eine Gasentwicklung, die mit einer 
gewissen Unsicherheit behaftet ist, weil inzwischen faulige Zersetzungen 
eingetreten sein kénnen. 

Man mubte fragen, womit dieser Unterschied im Verhalten der bei- 
den Peptone zusammenhiingt. Hier war zuniichst daran zu denken, daf 
der Grad des Eiweibabbaus von EinfluB sein kénnte. Das Pepton 
Siegfried ist starker aufgespalten. Es enthalt keine Albumosen, d. h. es 
bleibt die Reaktion mit Sulfosalicylsiiure aus, wogegen das Pepton Witte 
damit einen Niederschlag erzeugt. Ich habe nun versucht, das Pepton 
Witte in das andere Pepton zu verwandeln, indem die wiisserige Lésung 
des Wittepeptons 2—3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt wurde. Es 
treten dabei Hydrolysen ein, wie daraus klar erkannt werden kann, dal 
die Peptonlésung nach der Erhitzung einen um etwa 30%, héheren Nin- 
hydrinwert besitzt. Eine so behandelte Pepton Witte-Lésung hat nun 
in der Tat eine verbesserte Gairwirkung. Die Inkubationszeit in dem 
obigen | proz. Gargemisch findet sich herabgesetzt von etwa 6 Tagen 
auf 35 Stunden. Immerhin ist sie noch doppelt so lange wie beim Pepton 
Siegfried, auch ist die Gasentwicklung bedeutend langsamer. 

Es mu also noch einen anderen Unterschied zwischen den beiden 
Peptonen geben. Ich habe nun zunichst eine Anzahl anderer Peptone 
auf ihre Girkraft untersucht, wobei sich herausstellte, daB es zwei Kate- 
und eine ,,wirksame**. 


‘ 


gorien gibt, eine ,,unwirksame* 
Unwirksam sind: 
Pepton Witte, Pepton Roche, Pepton Merck sine sale. 
Wirksam sind: 
Pepton Siegfried, Pepton Merck e carne, Pepton Merck ex albumine. 
Die erste Kategorie verhilt sich iibereinstimmend so, wie fiir Pepton 
Witte schon angegeben (also keine Girung in 24 Stunden in der 1 proz. 
Mischung; sofortige, aber nur ca. 4 Stunden andauernde Girung mit 10, 
Pepton). Die zweite Kategorie verhilt sich wie Pepton Siegfried, aber 
mit quantitativer Abstufung, indem dieses noch in '/, proz. Lésung wirk- 
sam ist, wihrend fiir die beiden anderen | proz. Lésungen zum gleichen 
Effekt benétigt werden. 
Die Aufklirung brachte die quantitative Analyse der Peptone. Es 
werden folgende Bestimmungen vorgenommen: 
a) Bestimmung des Aschengehaltes durch Veraschung. 
b) Bestimmung der Phosphorsdure (P,O;) in der Asche. 
Der Phosphorsauregehalt des Peptons wird nach C. Neuberg') ermittelt. 
5g Pepton Witte werden in einer Platinschale verascht, angesauert, filtriert 
und genau neutralisiert. 5 cem einer Lésung, die 30 g Eisessig und 100 g Natrium- 
acetat in einem Liter enthalt, werden zugegeben. Nach dem Erwairmen wird 


1) C. Neuberg, Der Harn usw. Bd. 1, 8. 144. 1911. 
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vorsichtig aus einer Pipette Uranylnitratlésung zulaufen gelassen. Man tiipfelt 
auf mit Ferrocyankalium befeuchtetem Filtrierpapier, bis eine bleibende Braun- 
firbung auftritt. Dies zeigt das Ende der Titration an; die Lésung ist dabei griin 
geworden. Wenn die Uranlésung 35,461 g Uranylnitrat in einem Liter enthalt, 
so zeigt 1 eem dieser Lésung 5 mg P,O; an. 

c) Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl. 

d) Bestimmung des Stickstoffs im Phosphorwolframsdurenniederschlag 

In demselben befinden sich die Polypeptide und ein Teil der Aminosiuren, 
wihrend die aliphatischen Monoaminosiuren gelést bleiben. Die Phosphor- 
wolframatlésung wird bereitet, indem man 60g Natriumwolframat und 100 ¢ 
Natriumphosphat in 500 cem Wasser lést. 10 ccm einer 10 proz. Peptonlésung 
werden mit 20 cem verdiinnter Schwefelséure versetzt und mit folgender Lésung 
bei 30° gefallt: 9 cem Wasser werden mit 3 ccm konz. Schwefelsiiure und 38 ccm 
Phosphorwolframatlésung vermischt und damit die Peptonlésung gefallt, wobei 
sofort ein weiBer Niederschlag entsteht, der 2 Tage stehengelassen werden muf?). 
Nach dem Abnutschen und Trocknen wird der Niederschlag kjeldahlisiert. 

e) Bestimmung des Aminosdurestickstoffes im Filtrat vom Phosphor- 
wolframsiureniederschlag mit Ninhydrin. 

f) Bestimmung der offenen nicht verketteten Aminosiiuregruppen 
mit Ninhydrin (Ninhydrintiter) in der urspriinglichen Peptonlésung und 
in der Peptonlésung nach der Garung. 

g) Bestimmung des Stickstoffgehaltes in der Flockung nach der Garung. 

Tabelle VUI enthalt die vollstindigen Angaben fiir fiinf Peptone. 


Tabelle VIII. 
Die Zahlenwerte bedeuten Gewichtsprozente. 











Pepton Pepton Pepton Siegfried Pepton e Pepton ex 
witte ‘ime sale} vor der nach der carne albumine 
Merck Girung Garung Merck Merck 
0 OR Te re 2,50 1.3 5,79 5,79 5,19 6,51 
ere ia 1,75 1,75 0,63 0,46 
(resamtstickstoff . . . 11.8 12.8 10,9 10,9 10,2 9.6 
Stickstoff i. d. Flockung — ~ — 0.48 
Stickstoff im Phosphor- 

wolframsiurenieder- 

AE 10,7 11,2 97 9.4 4) 8.3 
Aminostickstoff i. Filtrat 0,36 0,30 0,39 0,40 0,20 0.20 
Giesamt-Aminostickstoff- 

(Ninhydrintiter) —. 1,4 2,6 1,5 4.4 y A 1,7 


Man sieht sofort, daB die einzelnen Peptone sich nicht allzusehr 
unterscheiden in bezug auf den Gesamtstickstoff und dessen Verteilung 
auf die verschiedenen Fraktionen, dai dagegen starke Unterschiede 
bestehen im Aschengehalt, namentlich aber in bezug auf Phosphorsiure. 
Die beiden ,,unwirksamen“ Peptone (Witte und Merck sine sale) sind 
praktisch frei von Phosphorsiiure, in den ,,wirksamen*’ Peptonen (Sieg- 

1) E. Baur und H. Barschall, Arbeit. d. Kais. Gesundsheitsamtes Berlin 24, 
552. 1906. 
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fried, Merck e carne und Merck ex albumine) stuft sich die Wirksam- 
keit deutlich mit dem Phosphorsauregehalt ab. 

Dieser Befund ist sehr bedeutungsvoll; kennt man doch den maBgebenden 
EinfluB, den die Phosphate bei der Zymasegiirung!) und im Stoffwechsel des 
Muskels?) entfalten. 

Es war natiirlich sofort zu priifen, ob Zusatz von Dinatriumphos- 
phat zum Pepton Witte dessen Girkraft auf die Stufe der phosphor- 
siurehaltigen Peptone bringe. Angesetzt wurde die 1 proz. Garmischung 
(1° Pepton Witte, 1°, Zucker, 1°, Bicarbonat) unter Zusatz von 0,005; 
0,01; 0,05; 0,1 und 1,0 g Dinatriumphosphat auf 50 ccm. In allen Fallen 
tritt aber zu rasche Flockung durch das Phosphorsiureion ein, wodurch 
Girung verhindert wird. Es scheint, daB die Phosphorsiiure im Pepton 
irgendwie organisch gebunden ist. Wie sich dies verhalt, muB noch wei- 
ter untersucht werden. 


Wirkung der Antiseptica und bakterielle Untersuchung. 

Alles Vorangehende tiber die Milchsiuregiirung der Glucose gilt 
unter der Voraussetzung, daB die untersuchte Reaktion keine Bakterien- 
wirkung ist. Ob eine solche Einwirkung ausgeschlossen ist, muBte be- 
sonders untersucht werden. Hierbei genoB ich die schitzenswerte Hilfe 
des Assistenten am Hygienisch-bakteriologischen Institut der Eidg. 
Techn. Hochschule, Herrn Acklin, und die titige Anteilnahme des Vor- 
standes des Institutes, Herrn Prof. Dr. W. v. Gonzenbach. Beiden Herren 
bin ich fiir ihre Unterstiitzung zu groBem Danke verpflichtet. 

Die Peptone sind von Haus aus nicht steril. Plattenversuche haben 
gezeigt, daB der Bakteriengehalt von Pepton Siegfried und Pepton Witte 
ungefiihr gleich ist. 

1 cem einer 1 proz. Lésung enthalt etwa 250 Bakterien. Nun kann man aller- 
dings den gréBten Teil davon abtéten durch Erhitzen der Pepton-Zuckerlésung 
auf dem Wasserbad. Allein die Sporen widerstehen der Zerstérung. Auch diirfte 
es schwer sein, den Giarversuch vollkommen .steril durchzufiihren. Mindestens 
das Bicarbonat kann nicht mitsterilisiert werden. Unter diesen Umstiinden scheint 
es angezeigt, den Garversuch mit Antisepticis durchzufiihren. Die bei Ferment- 
studien meist gebrauchten Antiseptica sind Chloroform und Toluol. Es geniigt zur 
Hintanhaltung jeder Bakterienentwicklung aber nicht, die Garlésungen mit diesen 
Fliissigkeiten zu iiber- oder unterschichten. Vielmehr muB mit den Antisepticis 
kraftig durchgeschiittelt werden, um dieselben in feinen Trépfchen in der Gar- 
lésung zu verteilen. Eine solche Behandlung vertrigt aber die Peptonlésung nicht. 
Mit Toluol geschiittelt, triibt sie sich sogleich stark und die Garung unterbleibt. 
Noch schlimmer wirkt Chloroform und auch Quecksilberchlorid: Es entstehen 
sofort Flockungen, die erfahrungsgemiB die Girfabigkeit aufheben, wo immer 
sie sich zeigen. Es mu8 einer spaiteren systematischen Durchforschung vorbehalten 
bleiben, zu entscheiden, ob sich Antiseptica finden lassen, die zwar alles Bakterien- 
wachstum hintanhalten, sonst aber die Peptonlésung in ihrer Kolloiditaét so un- 
beeinfluBt lassen, daB ihre Garkraft unverindert bleibt. 


1) O. Meyerhof, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185. 1918. 
*) Embden-Laquer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 93, 94. 1914. 
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Es gibt noch eine andere Art der Sterilisation, die sog. ,,fraktionierte Steri- 
lisation“*. Sie erfolgte durch Erhitzen im Dampftopf waihrend einer halben Stunde, 
unter Wiederholungen an 3 aufeinanderfolgenden Tagen, entsprechend der Be- 
handlungsweise von leichtzersetzlichen, meist zuckerhaltigen Nahrsubstraten in 
der bakteriologischen Technik. Die wiederholte Erhitzung auf 100° hat den Zweck, 
die inzwischen ausgekeimten Sporen zu vernichten. Die Sterilitat wird so auch 
erreicht; gleichzeitig tritt aber auch eine sichtliche Verainderung der Peptonlésung 
auf, indem sich braune Flocken absetzen. Das Pepton hat alsdann seine zucker- 
spaltenden Eigenschaften eingebiiBt. 

Somit waren wir darauf angewiesen, den Beweis, dai Bakterien an 
dem Zustandekommen der Zuckerspaltung keinen irgendwie fiihlbaren 
Anteil haben kénnen, indirekt zu fiihren. Zuniichst lieB sich durch 
Kulturen, dice mit der vergorenen Peptonzuckerlésung angesetzt wur- 
den, nachweisen, da} kein notorischer Milchsiiurebildner anwesend war. 
Vorhanden ist nur der Bacillus subtilis. Daf dieser keine Siuerung in 
dem beobachteten AusmaBe hervorbringen kann, soll der folgende Ver- 
such dartun: 

Von der vergorenen Lésung wird ein wenig iibergeimpft in eine Mischung 
von der Zusammensetzung: 0,1 g Bicarbonat, 0,1 g Pepton Witte, 0,5 g¢ Zucker, 
in 10 cem Wasser. Die Lésung triibt sich stark nach 24 Stunden, ein Zeichen, daB 
sich die Bakterien gut entwickeln. Indessen erscheint fast keine Gasentwicklung 
(0,3 cem). Dagegen beginnt die Kohlensaureentwicklung nach 6 Tagen wie im 
ungeimpften Versuch. 

Ein weiterer Versuch soll zeigen, dab, wenn auch die Wachstums- 
bedingungen fiir die Bakterien vollstandig identisch sind, doch die 
Milchséurebildung und Kohlensiiureentwicklung ausbleiben kénnen, 
wenn nur die Dispersitaitsbedingungen der Peptonlésung abgeiindert 
werden: 

1,0g Zucker und 1,0g Pepton Siegfried werden in 20 ccm Wasser gelost, 
20 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt und erkalten gelassen. Die Lésung wird 
in 2 Teile geteilt. Die erste Halfte wird mit 40 ccm einer Lésung, die 0,5 g Bicarbo- 
nat enthalt, schnell vermischt und im Nitrometer stehengelassen. Ein zweites 
Nitrometer wird zuerst mit 40 ccm derselben Bicarbonatlésung beschickt, hierauf 
die andere Halfte der Peptonzuckerlésung vorsichtig dariibergeschichtet. Es 
findet dann eine ganz allmahliche Vermischung der beiden Lésungen statt. Nach 
20 Stunden ist bei der ersten Lésung eine starke Triibung aufgetreten, der dann 
die normale Gasentwicklung folgt; die zweite Garlésung ist vollstandig klar ge- 
blieben. Man kennt ja aus den Erfahrungen iiber die Elektrolytflockungen, daB 
die Art und Weise der Vermischnng einer Salzlésung mit einer kolloiden Lésung 
auf deren Bestindigkeit sehr von EinfluB sein kann. Obschon in beiden Versuchen 
zweifellos genau dieselbe Nahrlésung und genau dieselben Bakterien vorhanden 
sind, ist der Effekt nur im ersten Versuch aufgetreten. Dies zeigt wiederum, wie 
auBerordentlich empfindlich eine Fermentation auf den physikalisch-chemischen 
Zustand anspricht, und daB eine bakterielle Wirkung in unserem Falle so gut wie 
ausgeschlossen ist. 


Das wichtigste Beweismittel gegen den Verdacht einer Bakterien- 
wirkung ist aber die Gesamtheit der in den vorangehenden Abschnitten 
geschilderten quantitativen Abhingigkeiten. Insbesondere haben wir es 
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in der Hand, durch Anderung der Peptonkonzentration den Beginn der 
Girung gesetzmibig zu verschieben, und man kann es dahin bringen, 
daB die Girung so gut wie sofort einsetzt, bevor an ein irgend aus- 
reichendes Bakterienwachstum gedacht werden kann. Im _ Hinblick 
darauf kénnen wir uns tiber etwa anwesende Bakterien vollstandig be- 
ruhigen, wenn auch zugegeben werden mu, daB im Interesse der Reinheit 
des Versuches weitere Anstrengungen, die Bakterien vollstiindig weg- 
zubringen, angezeigt erscheinen. 


Einige weitere Beobachtungen. 
1. Der Temperatureinflub. 

Ohne demselben eine ausfiihrliche Untersuchung zu widmen, ist fest- 
gestellt worden, daB bei 45° die Milchsiuregirung bereits zu versagen 
beginnt. Bei 30° zeigt sich die Girung verzégert. In der 1 proz. Mischung 
(1% Pepton Siegfried, 1°, Zucker, 1°, Bicarbonat) nahm die Garung 
bei 30° folgenden Verlauf: 

FOG sco a so RG Oe 8 810 ).o\8 CRO ee | ee 27 30 44 
CO, aus 50 cem Lisung ........cem 0 0.5 51 54 105 
2. Aminosiuren. 

Um zu priifen, ob vielleicht reine Aminoséuren zur Einleitung einer 
Milchsduregirung hinreichend sein méchten, sind Lésungen der folgen- 
den Zusammensetzung angesetzt worden: 

0,1 g Bicarbonat + 0,1 g Zucker + 0,1 g Aminosiuren + 10cem Wasser. 
Als Aminosiiuren kamen der Reihe nach zur Anwendung: Glykokoll, Asparagin- 
siure, Leucin. 

Diese Mischungen erwiesen sich indessen als unwirksam. Hieran anderte es 
auch nichts, wenn anstatt reinem Wasser eine Nihrlésung verwendet wurde, 
hergestellt aus!): 1,5 g NaCl, 0,03 g CaCl,, 0,1 g MgSO,, 0,7 g Na,HPO, in 250 cem 
Wasser (der entstehende flockige Niederschlag ist abzufiltrieren). Die Unwirk- 
samkeit solcher Zusammensetzungen ist tibrigens ein weiterer Beweis dafiir, 
daB in den Peptonversuchen der Effekt nicht auf Bakterienwachstum zuriick- 
zufiihren ist. 

Die Unwirksamkeit reiner léslicher Aminosauren zeigt, da die héhe- 
ren Peptide mitwirken. Die Anwesenheit von Kolloidteilchen ist zwei- 
fellos eine Grundbedingung. Vielleicht kénnte es gelingen, die Peptone 
durch passende Mischungen definierter Polypeptide zu ersetzen. Aller- 
dings wire wegen der Unzahl von Kombinationen ein Erfolg vielleicht 
nur durch einen gliicklichen Griff zu erreichen. 

3. Schutzkolloide. 

Der Gedanke liegt nahe, durch Schutzkolloide den Effekt sicherer 
und besser zu gestalten. Versuche mit zentrifugierten Tragantlésungen 
von verschiedener Konzentration, mit Agar-Agar, Gummiarabicum, 
Kirschgummi, Dextrin usw. zeigten, daB der Gireffekt in keinem Falle 

1) Kénig, Handb. d. Nahrungsmittelchemie, 4. Aufl., Bd. 3, I. Teil, 8. 643. 1910. 
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verbessert wird. Die Gasentwicklung wird entweder ganz verhindert 
oder verzégert, nie aber vermehrt. Immerhin wiire es nicht ausgeschlos- 
sen, dafs sich kolloide Stoffe finden lassen, die in geeigneter Konzentra- 
tion den Effekt zu verstirken verméchten. 


4, Putride Girung. 

Die zuckerfreien Kontrollversuche, sowie solche mit Pepton Witte, 
die sehr lange beobachtet werden miissen, gehen manchmal in Faulnis 
iiber, was sich durch Geruch nach Methylamin verrit. Es war daher 
geboten, durch eine schirfere Priifung bei den richtig verlaufenen Milch- 
siuregarungen sich von der Abwesenheit solcher fremder, von Bakterien 
ausgehenden Verinderungen zu iiberzeugen. Pepton Siegfried, wie fast 
alle Peptone, enthalten Tryptophan, nachzuweisen durch die Rot- und 
Violettfarbung mit Rohdes') Reagens, das aus 20 g Dimethylaminobenz- 
aldehyd, 500 cem konz. HC] und 500 com Wasser zusammengesetzt ist. 
Tryptophan verwandelt sich bei jeder Spur von Fiulnis in Indol, wel- 
ches durch folgendes Reagens eine Rotfirbung zeigt : 20 g Dimethylami- 
nobenzaldehyd in 500 cem Wasser. Die richtig vergorene Lésung, da- 
mit versetzt, bleibt farblos, wihrend mit Rohdes Reagens das unverin- 
derte Tryptophan nachweisbar ist. Putride Garungen bei den richtig 
verlaufenen Versuchen sind somit ausgeschlossen. Tritt einmal Geruch 
nach Methylamin auf, so ist auch Indol nachweisbar. Solche Versuche 
miissen verworfen werden. 


Zusammenfassung. 


Die von Emil Baur und EF. Herzfeld als ,,Garung ohne Hefe™ be- 
schriebene Zersetzung der Glucose unter Bildung einer Siiure und eines 
jodoformgebenden Stoffes ist weiter untersucht worden. Es wird fest- 
gestellt, daB Glucose in Lésungen, die Bicarbonat als Puffer enthalten, 
durch Pepton bei 37° quantitativ in Milchsiure tibergefiihrt wird. Die 
Garung erreicht nach bestimmter Zeit ihr Ende durch einen Flockungs- 
vorgang am Pepton. Das Pepton kann sein eigenes Gewicht an Zucket 
vergiiren. Der zeitliche Verlauf der Giairung in Abhiingigkeit von der 
Konzentration der Reaktionsteilnehmer wird festgestellt. Die Garung 
kommt um so rascher in Gang, je mehr Pepton anwesend ist. Die Kon- 
zentration des Zuckers tibt nur cinen geringen Einflu® aus. Eine wichtige 
Rolle spielt die Gegenwart von Phosphat, indem phosphatfreie Peptone 
zur Erregung einer Glucose-Milchsiuregirung unvermégend sind. Un- 
beschadet der Giairkraft kann die Peptonzuckerlésung vor Zusatz des 
Puffers auf dem Wasserbad erhitzt werden. Wahrend der Garung und 
nur wahrend dieser nimmt die Zahl der freien Aminosiuregruppen im 
Pepton zu. Milchsiurebildende Bakterien sind in der giirenden Lésung 
nicht nachweisbar. 

1) Rohde, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 161. 1905. 




















Uber die Peptongirung. 


Von 
Emil Baur und Eugen Herzfeld. 


(Aus dem Physikalisch-Chemischen Laboratorium der Eidg. Techn. Hochschule 
und dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitat 
Ziirich.) 


(Eingegangen am 21. April 1922.) 


Die vorangehende Arbeit von G. Schlatter iiber die Milchsiure- 
girung der Glucose durch Pepton ist geeignet, in mehrfacher Hinsicht 
zu Eroérterungen allgemeiner Art anzuregen. Ohne uns in diese zu ver- 
breiten, méchten wir nur auf den einen Punkt hinweisen, wieso nimlich 
die von uns behandelten Peptongiirungen Licht auf die Fragen werfen 
kénnen, die bei der Untersuchung der glykolytischen Wirkung von Tier 
und Pflanzensiften aufgetaucht und umstritten sind. 

Nach EF. Buchners Entdeckung der zellfreien Garung des Hefepref- 
saftes sind zahlreiche Versuche mit zellfreien PreBsiften tierischer und 
pflanzlicher Gewebe angestellt worden. Es sollte festgestellt werden, 
ob solche Safte glykolytische Eigenschaften besitzen, indem sie Zucker 
abbauen, sei es zu Milchsiure oder zu Kohlensiure und Alkohol. Das 
eine wie das andere ist wiederholt durch den Versuch erwiesen worden, 
doch scheinen simtliche einschligigen Arbeiten unter mangelhafter 
Reproduzierbarkeit zu leiden. AuBerdem werfen sich die Autoren 
wechselseitig unvollkommene AusschlieBung von Bakterienwirkung vor. 

Die umfangreichsten, analytisch eingehendsten, trotzdem jedoch am meisten 
beanstandeten Untersuchungen iiber das glykolytische Vermégen von Tier- und 
Pflanzenorgansiften riihren von J. Stoklasa) her. In weiter Verbreitung findet 
er sowohl alkoholische als auch Milchsiuregirung; die Effekte fielen aber sehr 
verschieden aus, je nach der Herstellung des PreBsaftes. Ungefaihr gleichzeitig 
beobachtete O. Cohnheim?) Glykolyse an FleischpreBsaften teils fiir sich, teils nur 
unter gleichzeitigem Zusatz eines Extraktes aus Pankreas und unter Zusatz von 
Natriumbicarbonat. Er bekommt in 15 Stunden mit 30ccm Fleischsaft einen 
Umsatz von 0,15 g Glucose. Effekte von ahnlichem Ausma8 werden von F. Blumen- 
thal*) und Feinschmidt*) an Pankreas- und LeberpreBsiften beobachtet, wobei 

1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 311. 1904. — Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 50, 301. 1906. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 336. 1903; 42, 401. 1904; 43, 547. 1905. 

3) Dtsch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 51. 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 511. 1903. 
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indessen der eine vergeblich auf Milchsiure, der andere vergeblich auf Alkohol 
prifte. Da& Blut glykolytische Eigenschaften besitzt, ist schon seit Cl. Bernard 
bekannt. Es ist auch festgestellt, da8 der Abbau primar zur Milchsaure erfolgt?). 
Immerhin sind die Effekte stark wechselnd, nach P. A. Levene und G. M. Meyer?) 
ist die Anwesenheit von Phosphat und Bicarbonat eine notwendige Voraussetzung. 
Die Gegenwart unversehrter Blutzellen scheint dagegen nicht notwendig, nachdem 
R. von Schroeders*) und N. Sieber*) mit getrocknetem, pulverisiertem Blutfibrin 
und auch mit einem, nach mehrtagiger Digestion gewonnenen, wisserigen Extrakt 
aus Fibrin reichliche Glykolyse bekommen haben. 

Es scheint uns, dai die Erfahrungen, die wir mit der Glykolyse 
durch Pepton machten, manches Fragwiirdige an der Glykolyse durch 
OrganpreBsafte aufklaren kénnen. 

Der unterschiedliche Erfolg in bezug auf das glykolytische Vermégen 
der Safte erinnert sehr an die Unterschiede, die wir im Verhalten ver- 
schieden zusammengesetzter Peptone antreffen. Der leicht eintretenden 
Unwirksamkeit der Safte entspricht eine Unwirksamkeit der Peptone 
im Falle, daB dieselben zu rasch ausflocken. Die Erschépfung der Giar- 
kraft der Safte findet ihr Seitenstiick in dem Stillstand der Pepton- 
giirung nach eingetretener Flockung. Ist gelegentlich darauf Riicksicht 
genommen worden, die Girkraft der Safte durch Natriumbicarbonat zu 
stabilisieren, so lehrt uns erst das Studium der Peptongirung, eine wie 
notwendige Bedingung diese Stabilisierung ist. Auf dem Wege der 
Analyse erweisen unsere Peptongirungen die Wichtigkeit der Mitwir- 
kung von Phosphorsiure, von der bekannt ist, daB sie in Form ihres 
Hexoseesters nach Embden-Laquer®) die Entstehung von Milchsiure im 
MuskelpreBsaft begiinstigt und teils in dieser Form, teils als Natrium- 
salz fiir die alkoholische Girung das HefepreBsaftes von einer mab- 
gebenden Bedeutung ist®). 

DaB die alkoholische Girung neben der Milchsiuregiirung je nach 
Fall entweder ganz zuriicktritt oder aber merklich wird, haben auch 
wir erfahren. Wenn die glykolytische Wirkung in sehr weiter, man 
mochte sagen, allgemeiner Verbreitung bei Organsiften vorkommt, so 
kann dies nicht mehr wundernehmen, seit wir durch die Peptongarung 
davon unterrichtet sind, daB es die gewohnlichen, in allen Organsaften 
vorkommenden, EiweiBaubbauprodukte sind, mit denen die Garwir- 
kung verkniipft ist. 

Unseren Versuchen am nichsten stehen offenbar die aus dem Laboratorium 
von F. Blumenthal stammenden und von N. Sieber und R. von Schroeders mit- 


1) A, Slosse, Arch. internat. de physiol. 9, 154, 1911. 

2) Journ. of biol. chem. 11, 361; 12, 265. 1902. 

*) Uber die Wirkung des aus Fibrin erhaltenen glykolytischen Fermentes 
auf verschiedene Zuckerarten. Diss. Berlin 1904. 

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 484; 44, 560. 1905. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 181. 1917. 

*) H. Euler und 8S. Heintze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 252. 1918. — 
O. Meyerhoj, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 185. 1918. 
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geteilten Versuche mit Fibrinaufschwemmungen. Findet J. Stoklasa, daB ein 
unter 200 Atm. Druck hergestellter PreBsaft nicht wirkt, wohl aber ein mit 300 Atm. 
hergestellter, oder findet O. Cohnhzim, daB gewisse Muskelsifte schon fiir sich, 
andere erst nach Zusatz von Pankreasextrakt wirken, so mu8 man sich gegenwartig 
halten, daB solche Safte, ebenso wie HefepreBsaft, aus einem kolloiden und einem 
ultrafiltrierbaren Anteil bestehen, und da beide Fraktionen vorhanden sein 
und im richtigen Verhaltnis stehen miissen, um die beste Wirkung zu gewahrleisten. 
Auch die Peptongirung zeigt deutlich die Notwendigkeit des Zusammenwirkens 
seiner héher und niedriger dispersen Teile. 

Zwei Einzelheiten der Organsaftglykolyse waren bisher besonders 
bedenklich und schienen auf Bakterienwirkung zu deuten: daB haufig 
eine lingere Inkubationszeit verstreicht, bis die Girung in Gang kommt, 
und da die in der Fermentforschung gebriuchlichsten Antiseptica: 
Toluol, Chloroform und Quecksilberchlorid, wenn sie geniigend aus- 
giebig verwendet werden, die Girung gewohnlich ganz hemmen. Beides 
finden wir auch bei der Peptongirung, kénnen uns aber tiberzeugen, 
da die Inkubationszeit in gesetzmaBiger Weise von der Zusammen- 
setzung abhingt und wahrscheinlich von dem autokatalytischen Ver- 
lauf eines Flockungsvorganges beherrscht wird, und daB die obigen 
Antiseptica deswegen stéren, weil sie eben diese Flockung in augen- 
filliger Weise beeinflussen. Wir haben also bei der Peptongirung 
Grund, dieses Verhalten aus den chemischen Bedingungen des Systems 
zu verstehen, und brauchen ihretwegen einen Verdacht auf Bakterien- 
wirkung noch keinen Raum zu geben. Die Ubertragung dieser Beweis- 
fiihrung auf die Organsaftglykolyse ist gegeben. C. Oppenheimer in 
seinem Werke ,,Die Fermente und ihre Wirkungen‘*!) bemiiht sich in 
anzuerkennender Weise, den bezweifelten Ergebnissen der Arbeiten tiber 
Glykolyse gerecht zu werden, und kommt zum SchluB, daB das Ein- 
greifen fremder Kriafte, also der Bakterien, unerwiesen sei. Wir glauben, 
da unsere Erfahrungen an der Peptongirung dieses Urteil nur be- 
kriftigen kénnen. Wenn nun C. Oppenheimer?) einen Fortschritt auf 
diesem Gebiet durch ,,Isolierung des maBgeblichen Fermentes er- 
wartet, so meinen wir, daB die Frage jetzt ein anderes Gesicht ange- 
nommen hat. Der Organsaft besteht nicht aus einem Principium fer- 
mentationis, das aus dem Saft, wie der Duft aus der Rose, herauszu- 
ziehen, und einem toten Ballast, der als Verunreinigung abzuscheiden 
wiire, sondern der Saft ist in globo das Ferment. Man darf ihm nichts 
entziehen wollen, namentlich nicht seine Triibe. Dies ist der Grund, 
warum das glykolytische Ferment ,,mit dem Protoplasma enger ver- 
klammert* erscheint. Fiir Protoplasma brauchen wir bloB Kolloid- 
teilchen zu setzen, dann haben wir es bei seinem richtigen Namen ge- 
nannt. 


1) 4. Aufl., Leipzig 1913, S. 740. 
2) a. a. O. S. 735. 
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Wir wollen diese Betrachtungen nicht weiter ausspinnen, sondern nur 
noch hinzufiigen, daf}S wir von den Beanstandungen von A. Bau') gegen 
unsere erste Mitteilung (Garung ohne Hefe) Kenntnis genommen haben. 
Wir glauben, dal die Arbeit von G@. Schlatter den gréBeren Teil derselben 
aufklirt und hoffen, da8 die Fortsetzung unserer Untersuchungen auch 
die letzten Bedenken wird zerstreuen kénnen. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Wir haben inzwischen Kenntnis genommen von dem neuen Buch von 
A. Fodor: ,,Das Fermentproblem‘*?) und wollen nicht unterlassen, Nachdruck 
darauf zu legen, daB die Ansichten iiber die chemische Natur der Fermente, 
zu denen Fodor gelangt ist, mit den von uns gehegten weitgehend iiberein- 
stimmen. Fodor schreibt*): ,,Auch stellen sie (die Endofermente) nicht proto- 
plasmafremde, etwa fiir das Protoplasma eingebettete (sekundare) Bestandteile 
vor, sondern die uns vertrauten protoplasmatischen Stoffe selber, doch behalten 
sie ihre Aktivitét nur solange, wie sie ihren natiirlichen Zustand — vollstandig 
oder partiell bewahren.* 

Wie wir schon in unserer ersten Mitteilung (,,Garung ohne Hefe‘t) ausein- 
andersetzten, erscheint nun der alte Streit zwischen Liebig und Pasteur in einem 
neuem Licht. Der Erste behalt Recht, wenn er sagt, daB das Ferment grund- 
sitzlich in Zersetzung oder Entwertung begriffen ist. Zum mindesten verindert 
es seine Kolloiditat. Der Zweite behalt Recht, wenn er sagt, daB die Fermen- 
tation ein LebensprozeB ist. Sache des Lebens ist namlich die Wiederherstellung 
des verbrauchten und vernutzten Fermentes. 


1) Diese Zeitschr. 122, 303. 1921. 
*) Steinkopff, Dresden 1922, S. 280. 
3) a. a O. S. 267. 











Uber die Inaktivierung von Saecharase durch Jod. 
Von 
H. vy. Euler und Sture Landergren. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Eingegangen am 21. April 1922.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Gegen molekularen Sauerstoff sind Saccharaselésungen bekanntlich 
wenig empfindlich; man kann Lésungen bei gewohnlicher Temperatur 
in halbgefiillten Flaschen monatelang stehen lassen, ohrie daB die Ak- 
tivitit wesentlich abnimmt, sofern nur direkte Bestrahlung aus- 
geschlossen wird. Bei der Bestrahlung durch Sonnenlicht wie auch 
durch ultraviolettes Licht wird eine Inaktivierung der Saccharase her- 
vorgerufen, sofern Sauerstoff zugegen ist; in Abwesenheit von Sauer- 
stoff bleibt die Inaktivierung gering'). Daraus ist friiher geschiossen 
worden, daB eine photokatalytische Oxydation durch Wasserstoffsuper- 
oxyd vorliegt?), indessen konnte Svanberg*) zeigen, daB Wasserstoffsuper- 
oxyd recht triige auf Saccharase einwirkt, wihrend Ozon rasch zerstort. 

Um weitere Anhaltspunkte fiir die chemischen Eigenschaften der 
Saccharase zu gewinnen, haben wir vor einiger Zeit auch die Einwirkung 
von molekularem Jod untersucht, und teilen einige Versuche in aller 
Kiirze mit. 

Experimentelles. 


Zur quantitativen Bestimmung der Inaktivierung haben wir das Jod 
in Jodkaliumlésung zugesetzt, und zwar war die Zusammensetzung 
der Lésung per Kubikzentimeter: 0,74 mg Jod und 1,5 mg Jodkalium. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB Saccharaselésung und Jod- 
jodkaliumlésung in bestimmtem Verhiltnis gemischt wurden. Die 
Mischung blieb bei 17° 60 Minuten lang stehen, worauf die Mischung in 


1) Jamada und Jodlbauer, 8, 62. 1908. — Siehe auch Fernbach, Ann. de l’inst. 
Pasteur 3, 483. 1889. 

2) Agulhon, Ann. de l’inst. Pasteur 26, 38. 1912. — Zu einem entgegengesetzten 
Resultat waren Jodlbauer und v. Tappeiner gekommen (Arch. f. klin. Med. 87, 
373. 1906). 

3) Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 6. 1921. 
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die Zuckerlésung eingetragen wurde. Dieselbe enthielt. 4,8 g Rohr- 
zucker und 2°% PO,. Gesamtvolum der Lésung: 60 cem. 

Es kamen zwei verschiedene Enzymlésungen zur Anwendung, eine 
weniger reine fiir die erste Versuchsreihe (If = 3.68; Zeitwert: 12,5 Min.), 
und eine besser gereinigte (If = 54; Zeitwert: 0,86 Min.). 

Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB Jodkalium in 
der angewandten Verdiinnung (rund 0,01 n) nicht inaktiviert. 


Resultate. 
Wir geben fiir jedes der beiden Priparate je eine Versuchsreihe an. 


Tabelle I. 


5 cem Saccharaselésung + 1 ccm Jodlésung. Aktivitat der Saccharaselésung: 
k-10! = 111,0. If. = 3,68. Trockensubstanzgehalt per Kubikzentimeter: 2,9 mg; 
also in 5cem 14,5 mg Trockensubstanz. 





Drehung Relative 
mg Jod Minuten | ;, PSPS Tt k + 104 Mittel Phar 
10 | 209 | (74) | 
GOT |; > iit 1,69 67,8 e aici 
|, 30 140 | 622 65,1 58,7 
| 40 1,03 65,4 
( 10 2,22 55.4 
Ot | 20 1,85 54,7 | id ‘ 
| 30 152 | 547 55,1 49.6 
ae 1,21 55.6 
(| 10 2,22 | 55,0 
0,22 “ji 2 1,89 49.3 59.9 47.0 
| 30 1,59 50,8 es ' 
40 1,26 53.5 
10 2,23 54,0 | 
0,30 | 20 1,88 52.5 |) 53,1 47.8 
30 1.56 52,7 
0,74 10 | 2.83 51,0 51,0 45,9 


Tabelle II. 


1 ccm Saccharaselésung + 1 cem Jodlésung. Aktivitat der Saccharaselésung: 
k- 104 = 36. If = 54. Trockensubstanzgehalt per Kubikzentimeter: 0,32 mg. 





Relative 
k- 104 Mittel Inversions- 
geschwindigkeit 


Drehung 


mg Jod = Minuten | in Graden 


> 


(60° | 184 | 186 | 

0,07 90 157 173 | 17,7 49.2 
| 190 199 173 |) 
(60 189 | 172 |) 

0,05 90 154 | 180 |' 179 49.8 
| 190 121 is6 J 

ag hee, 190 | 170 ll x. = 

0,74 \ 90 | 1.61 16.6 f 16.8 46.7 


= 120 1,07 (21.0) ae a 
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In der Abbildung werden die Werte der relativen Inversionsgeschwin- 
digkeit, welche in der Versuchsreihe 1 erhalten worden sind. durch 
Dreiecke, die Werte der Versuchsreihe 2 
durch Kreise bezeichnet. 

Um zu erfahren, ob es sich bei dieser In- 
aktivierung um eine reversible Wirkung (ev. 
Addition) von molekularem Jod auf das 
Saccharasemolekiil handelt, oder um eine 
irreversible chemische Reaktion, haben wir 
versucht, die Aktivitat der mit Jod behan- 
delten Lésung durch Thiosulfat wiederher- 
zustellen. 
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Vorversuch. 
ern leem 2°, PO, enthaltende Saccharase- 
at Bi ewviampuuitity R, losung mit einer Konstanten k- 104 = 31 
und Il cem Jedlésung (0,74 mg J,) wurden 
gemischt und standen 60 Minuten bei 17°. Die Mischung wurde in die 
Zuckerlésung (4,8 g Rohzucker) eingetragen; Gesamtvolumen 60 ccm. 
Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten wurde eine mit der vor- 
handenen Jodmenge fquivalente Menge Natriumthiosulfat zugesetzt 
und nach weiteren 30 Minuten wurde wieder die Inversionsgeschwindig- 
keit gemessen. Es ergab sich: 
Minuten Drehung k-10* 
Ohne Na,S,0,... 30 2,28 15,8 
Mit Na,8,0, ... 30 1,88 15,8 


Der Inaktivierungsgrad war in beiden Fallen gleich. 





Hauplversuch. 
1 cem Saccharaselésung (k- 104 = 31) + 1 cem Jodlésung (0,74 mg 
J,). Inkubationszeit 60 Minuten. Hierauf Zusatz der iquivalenten Menge 
Na,S,0,, 60 Minuten Einwirkungsdauer. 


Minuten Drehung k- 10 
0 2,65 -- 
30 2,28 16,0 
60 1,97 15,4 
90 1,69 15,2 
foe) 0,93 -- 


Die Inaktivierung betrug somit 100- 15,5 : 31 = 50%. 

Eine Reaktivierung der mit Jod behandelten Losung durch Thio- 
sulfat trat also nicht ein. 

Die Empfindlichkeit der Saccharase gegen Jod ist recht erheb- 
lich. Man entnimmt aus den angegebenen Zahlen, daB 0.32 mg Saccha- 
rasepriparat (vom angegebenen Zeitwert) durch rund 0,03 mg Jod um 
25°, geschwiicht werden. 


























Inaktivierung von Saccharase durch Jod. 389 


Eine ahnliche Empfindlichkeit gegen Jod zeigt nach den Versuchen, 
welche Urban Olsson im hiesigen Laboratorium angestelit hat, auch die 
Amylase. 

Besonders wollen wir die Aufmerksamkeit auf die Form der Inakti- 
vierungskurve, also auf die Beziehung zwischen Jodmenge und Inakti- 
vierungsgrad lenken. Unsere Versuche fiihren nimlich zu dem auf- 
fallenden Resultat, da von einem gewissen Vergiftungsgrad, ange- 
nihert von der halben Inaktivierung an, weitere Jodzusitze die Aktivitat 
der Lésung nicht mehr aindern. Der zweite Teil des Inversionsvermégens 
der Saccharase bleibt also auch durch groBen UberschuB von Jod (siehe 
die Abbildung) unangegriffen. Auffallend ist, daf an 2 Praparaten von 
so ungleichem Wirkungsgrad, wie die in Tab. I und II erwahnten und 
auch an einem neuerdings untersuchten, noch reineren Praparat (If = 95) 
durch die gleichen Jodmengen die gleichen Vergiftungsgrade erreicht 
werden. Uber Versuche!), den eventuell jodierten oder oxydierten und 
den nicht jodierten Saccharasebestandteil zu isolieren und iiber Kontroll- 
versuche beziiglich Vergiftung wird an anderer Stelle berichtet werden. 

Die Vergiftungsgrenze ist analog mit derjenigen, welche vor kurzer 
Zeit Euler und Myrbdck*) beziiglich der Inaktivierung von sehr reinen 
Saccharaselésungen (Zeitwert 0,5 bis 1,0) durch Silbernitrat erhalten 
haben. Fir die anlaBlich dieser Ergebnisse vermutete Existenz von 
Saccharasen verschiedener Aktivitat hat sich bisher kein weiterer Anhalts- 
punkt ergeben. 





1) Euler u. Josephson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, 1922. 
*) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 36. 1922. 




















Uber die asymmetrische Wirkung des Emulsins bei der Benz- 
oxynitril-synthese. 


Von 


E. Nordefeldt. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 24. April 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In einer fritheren Arbeit habe ich gezeigt'), daB nicht unbedingt ein 
Enzym als die Ursache der symmetrisch-synthetischen Wirkung— des 
Emulsins bei der Benzoxynitrilsynthese angesehen werden muB, wie es 
Rosenthaler?) angenommen hat, sondern daB diese als einfache Acidi- 
titswirkung betrachtet werden kann. Die einzige tibrigbleibende spe- 
zifische Wirkung, die das Emulsin auf eine Mischung von Benzaldehyd 
und Cyanwasserstoff ausiibt, ist deshalb die Hervorrufung der Asym- 
metrie des entstehenden Oxynitrils. 

In der hier vorliegenden Arbeit studierte ich hauptsichlich die Be- 
dingungen fiir das Bildungsoptimum des aktiven d-Oxynitrils und 
einige Eigenschaften des Emulsins. 


I. Uber das d-Benzoxynitril. 
1. Allgemeine Methodik. 


Die Ausbildung der optischen Aktivitat verfolgte ich durch zwei etwas 
verschiedene Methoden: 

Methode I. Polarimetrische Untersuchung nach Ausschiitteln mit 
Chloroform. In einer Reihe Flischchen mit Stépseln wurde aus einer 
Biirette ein bestimmtes Volumen einer Wasserlésung von Cyanwasser- 
stoff bekannter Normalitaét mit einer abgewogenen Menge feingepulver- 
ten Emulsins (siehe 8. 400) zusammengebracht. Nach eventueller Ver- 


1) Diese Zeitschr. 118, 15. 1921. 

*) Diese Zeitschr. 14, 238. 1908; 17, 257. 1909; 19, 186. 1909; 26,1 u. 7. 1909; 
28, 408. 1910; 50, 486. 1913. — Arch. der Pharm. 246, 365. 1908; 248, 105 u. 534. 
1910; 249, 510. 1911; 251, 56 u. 85. 1913. 
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diinnung mit Wasser wird einige Minuten geschiittelt und gewartet, 
wobei das Pulver quoll und in eine schleimige Fallung tiberging, die sich 
in der Flissigkeit verteilte; dann wurde eine mit dem Cyanwasserstoff 
aquimolekulare Menge Benzaldehyd bekannten Volumens eingefiihrt. 
Die Mischung wurde sogleich geschiittelt, was mit kurzen Pausen gleich- 
férmig fiir alle Proben der Versuchsreihe wiederholt wurde. Durch den 
reichlichen Emulsinschlamm hielt sich das Benzaldehyd einigermaBen 
gleichférmig in der Fliissigkeit verteilt, und das Ganze wurde bei héheren 
Warmegraden mittels Thermostat bei konstanter Temperatur ge- 
halten. Nach bestimmter Zeit wurde jede Flasche mit einem gewissen 
Volumen Chloroform ausgeschiittelt, welches dann mittels eines Scheide- 
trichters abgetrennt, durch Schiitteln mit ein wenig wasserfreiem Na- 
triumsulfat von Feuchtigkeit befreit und mit Na-Licht in einem 5 cm- 
Rohr polarisiert wurde. Dureh polarimetrische Priifung der zuriick- 
bleibenden Wasserlésung wurde kontrolliert, daB fast alle optisch aktive 
Substanz beim Ausschtitteln ins Chloroform iiberging. 

Bei einigen Reihen wurde zur gleichen Zeit der Gang der totalen 
Synthese ‘beobachtet, indem vor denr Chloroformzusatz eine Probe 
(z. B. 3cem) mit Pipette herausgeholt und auf freien Cyanwasserstoff 
mit salpetersiurehaltigem Silbernitrat nach Volhards Methode titriert 
wurde. 

Methode II. Direkte polarimetrische Untersuchung der homogenen 
Substratlésung. Eine bessere Methode wurde in der Weise gewonnen, 
daB als Lésungsmittel eine Mischung von Wasser und so viel Alkohol 
benutzt wurde, daB das Benzaldehyd und das Oxynitril die ganze Zeit 
hindurch gelést erhalten blieben, wodurch die Ausbildung der optischen 
Aktivitaét in ein und derselben Lésung direkt verfolgt werden konnte. 
Zu diesem Zweck wurde der Cyanwasserstoff in konzentriertem Alkohol 
(96°) gelést und mit einem zweckmaBigen Volumen filtrierter Wasser- 
lésung von Emulsin (in einigen Fallen mit in Wasser aufgeschlammtem 
Emulsinpulver) versetzt; hierauf wurde eventuell Acetatpuffer, in 47°, 
Alkohol gelést (spez. Gew. 0,924), und Benzaldehyd zugesetzt und die 
Mischung geschiittelt, wobei das Benzaldehyd in Lésung ging. Nach- 
dem die immer unmittelbar entstehende Proteinfallung abfiltriert wor- 
den war, konnte die Lésung mit bestimmten Zeitintervallen direkt 
polarisiert werden. Bei Verwendung von Roéhren von | oder 2 dm 
Lange war die Genauigkeit der Ablesung 0,05°. 

Falls die eben erwaihnte Fallung dann in eine neue Substratmischung 
eingefiihrt wurde, entstand darin keine merkbare optische Aktivitat, 
weshalb sie nichts mehr vom Katalysator enthielt. Auch zeigte sich, 
daB die zum Abfiltrieren benétigte Zeit in der Ausbildung der optischen 
Aktivitat keine Verainderung hervorrief. Deshalb wurde sie gewéhnlich 
unmittelbar vor der ersten polarimetrischen Ablesung abfiltriert. 
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Als Ma®B des Abnehmens der Drehung mit der Zeit (die Jnaktivie- 
rungsgeschwindigkeit) wurde die Formel der Reaktionsgeschwindigkeit 


] a 
of ates : Ao 
bei einer monomolekularen Reaktion verwendet: k’ = rt log. , WO 
t 


t die Zeit in Stunden zwischen zwei polarimetrischen Ablesungen und 4, 
und «, die am Anfang und Ende des Intervalls beobachteten Drehungs- 
winkel sind. 

Als Ma& der Bildungsgeschwindigkeit des totalen Oxynitrils verwendete 
ich die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit einer bimolekularen 
Reaktion : 

x 
at(a — x) 


(a die Anfangskonzentration des freien Cyanwasserstoffes und x die 

Konzentrationsinderung im Zeitintervall ¢ Stunden). 

2. Die optische Aktivitit nimmt mit der Zeit ab, wihrend die totale Menge 
des Oxynitrils konstant bleibt. 

Um die Bildungsgeschwindigkeit des optisch aktiven und des totalen 
Oxynitrils zu vergleichen, wurde folgender orientierender Versuch ge- 
macht. 

Versuch 1: 0,1 g Emulsin + 10 ccm Wasser + 9 ccm HCN (1,1 N) + 1,05 ¢ 
C,H,CHO. Methode I. Titriertes Volumen 5ccm. AgNO, 0,05 N. 


a) Temperatur 17°. 








“stunden | Drehung | AgNO, | HCN | &- 10 
er in Graden | ccm verbr. | % geb. | berechnet 
1 0,98 254 | 51,2 
4,2 
3 1,35 18,0 65,4 
70 1,00 15,6 70,1 


b) Temperatur 36°. 





Stunden | Prehung | agno,) HCN | &- 10° 





in Graden | 
Ye | 1,05 | 
", 117 | 18,6} 64,3 | 


| 7,1 
113 | 165 | 68,3 | 
1,05 | 16,0 69,3 | 
0,80 | 15,9) 69,5 | 





a 


1 


a) 


Die Bildungsgeschwindigkeit sowohl asymmetrischen wie totalen 
Oxynitrils steigt also mit der Temperatur. Ehe die totale Synthese ihr 
Maximum noch erreicht hat, fiingt indessen die Asymmetrie an abzu- 
nehmen, und dies geschieht schneller bei h6herer Temperatur, wodurch 
sich erklirt, da8 dieselbe dann nicht so starke Entwicklung erreicht. Dies 




















Asymmetrische Wirkung des Emulsins bei der Benzoxynitril-synthese. 393 


deutet darauf hin, daB ein ,,inaktivierender“ (d. h. ein die Asymmetrie 
aufhebender) Faktor in die Reaktion eingreift, und der EinfluB dieses 
Faktors scheint mit der steigenden Temperatur gesteigert zu werden. 


8. Die optische Aktivitaét nimmt schnell mit steigender Temperatur ab. 
Um den Zusammenhang zwischen Inaktivierungsgeschwindigkeit 
und Temperatur niher zu untersuchen, wurde folgender Versuch ge- 
macht. 


Versuch 2: 0,1 g Emulsin + 14,4 g Wasser + 5,4 cem HCN (1,83 N) + 1,05 
C,H;CHO. Methode I. Titriertes Volumen 3 ccm. AgNO, 0,05 N. 


go 
5 


a) Temperatur 0°. 











Stunden Reaper nd | #10 AgNO, HCN k + 103 
a, 0,10 25,5 15,0 
$5 
3 0,67 16,4 45,2 
12 
7 0,87 | 13,4 55,3 
Mittel &- 10° = 1.8. 
b) Temperatur 10°. 
. | Drehung , 3 : _ . 
Stunden | | powael k’- 10 AgNO, HCN k+ 10 
1/, 0,21 22,7 24,2 
, 3,5 
3 1,03 13,0 56,6 
| 1,6 
7 1,14 10.2 | 65,9 
Mittel & - 10? = 2.5. 
c) Temperatur 20°. 
pean _Drebung | 4. 10° AgNO, | HCN k- 10 
oe in Graden_ a" 
f P 0,33 20,5 31,6 
| t1 
eo ae 15,0 49,9 
3,7 
Hil, | FA 11,7 | 60,9 
1,8 
e- 4 eae 10.6 64,6 
6 | 13 9,8 67, 
8 | 1,15 9,4 68,8 
3,9 
15 | 1,08 8,9 70,3 
6,0 
22 0,98 9,0 70,0 


Mitfel k’ - 10? = 5, k- 108 = 4,2. 
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d) Temperatur 30°. 








Stunden Regard 10? | AgNO, | HON k + 10° 
%, | 051 16,7 44.2 
[21,7] 
Ms 0,78 14,4 51,9 
- 9,7 
le 0,90 | Feo 56,9 
6,9 
1!/, 0,98 11,2 62.5 
5,3 
13/, 1,05 10,2 65,9 
2, | 1,09 9.8 67.3 
3 1,10 9.6 67,9 





Mittel k - 10° = 7,3. 
e) Temperatur 40°. 

















Stunden page nd 10? | AgNO, | HCN | &-10 
IP 0,86 13,1 | 563 | 
| | 10,0 
W/, 0,88 | “8 | ees 
| | 6,2 
1 0,86 | 10,5 64,9 
59.4 | 
2 0,75 | 94 | 688 | 
: 484 | | 
4 0,60 8,8 70,6 | 
Mittel b - 108 = 54, k- 10° = 8. 
f) Temperatur 50°. 
Stunden | ae: k’ + 103 | AgNO, | HCN k + 10° 
1/, 0,69 eS a es 
130.4 | 13,5 
1, | 0,64 114 | 619 
265,6 | | 10,0 
‘, 0,55 | | 10,4 | 65,2 
160,6 
1/, 0,38 9.6 67,9 
Mittel & - 10° = 185, &- 10® = 12. 
3 g) Temperatur 60°. 
: Stunden Ry marred k’-10® | AgNO, | HCN k + 10° 
: a PT 0,47 / 138 | 64,1 
; | 19.6 
: fg 0,55 + eee Fae | 
4 1283 | | | 23,5 | 
i 1/, 0,43 , Bie | OOS. 
P 1245 | 15,8 
B ah. 0,21 10,2 | 65,9 
954 | 
1 0,07 96 | .67,9 
Mittel & - 10% = 1100, &- 10® = 20. ( 
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Fiir das totale Oxynitril sinkt also innerhalb jedes einzelnen Ver- 
suches die Synthesegeschwindigkeit, gemessen durch k, ziemlich schnell 
mit der Zeit, was sich 80 ' sinihbicieitanandbananie 
daraus erklart, daB das 
zuriickbleibende Benz- 
aldehyd von der Luft 
oxydiert wird und da- 
durch die Aciditit der 
Lésung immer’ mehr 
steigert, wodurch die 
Synthese langsamer 





"? 
Dd 


gebunde 


Prozent HCN 
wm 


geht. Mit steigender ~2 
Temperatur wird die 
Synthesegesch windig- 








: : ee Cee : eo l | Stunden | 
keit gesteigert, obschon 0 2 3 ? 
: ny Gictuna ughed der totalen Synthese be veruchodenen lnperatren 

die gewonnenen Zahlen- 
werte aus der eben er- 
wihnten Ursache ziemlich approximativ sind. Von der Temperatur 
unabhingig steigt in allen Fillen die Menge des totalen Oxynitrils zu 
ungejahr ein und demselhen Endwert, und dieses Maximum erleidet 

dann keine Veranderung mit der Zeit (Abb. 1). 

Ganz anders verhilt 

129 ronung _ 7 7 


sich die optische Aktivi- 40, ronp.30°_| gar 
0} + Tem, oa rn a 
tat. Bei niedri | green | 





Abb. 1. 


Bei niedriger Tem- 700! 
peratur bildet sie sich 
zwar langsam aus, wie poe 
das totale Oxynitril, und —_0°6of 
bei héherer Temperatur 
schneller, aber das er- 9°39 
reichte Maximum bleibt 229 
nicht stehen, sondern 


| 
| 
| 


ist funden 





‘ : 3 y soar 7 
beginnt asymptotisch Ausbidung der optschen Akhvitat be verscmedenen ae 


gegen Null zu _ sinken. Abb. 2. 
Mit steigender Tempe- 

ratur wird dieses Maximum immer niedriger und sein Hinabsinken 
immer schneller (Abb. 2). Augenscheinlich steigt die Starke des in- 
aktivierenden Faktors stark mit der Temperatur, so daB er immer voll- 
stiindiger und schneller die optisch aktiven Oxynitrilmolekiile umwan- 
delt, die wihrend der Einwirkung des Emulsinkatalysators entstehen. 


4. Die optische Aktivitit nimmt rasch mit steigender Neutralitét ab. 
Versuch 3: Eine Reihe Mischungen wurden angestellt, jede 10 ccm Emulsin- 
jésung + 5ccm Acetatpuffer (1 N, in 47 proz. Alkohol gelést) + 10,2 cem HCN 
(1,93 N in 96proz. Alkohol gelést) + 2,09 g CgH,CHO enthaltend. Temp. 17°. 
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Nach 1 Stunde wurde die Proteinfallung abfiltriert, worauf die Lésungen mit be- 
stimmten Zeitintervallen in einem 2 dm-Rohr polarimetrisch untersucht wurden. 


a) Py = 3,3. 





Stunden 1'/; By, 7 19 46 
DrehunginGraden 2,10) 2,20 245 2,50! 2,50 
k’- 10 . } i a is 
Mittel & - 10® = 0. 





Stunden 1 1'/, 13'/, 19/, 


Drehung in Graden 4.40 4.60 4.40 4,30 
|: - ~ 1,5 


Mittel k’ - 103 = 1.6. 


C) Py = 4,7. 








Stunden 1'/, 


5 7 20 46 


DrehunginGraden 4,55 | 4,65 4,60 4,80 3,85 
0 UF wis 69s OO oe ee y 
Mittel k’ - 10® = 2,3. 











d) Py aE 5,2. 
Stunden 1'/, | 8'/, 6’), 19 46 
| 
DrehunginGraden) 4,40 | 4,25 3,95 | 3,20 | 2,10 
e- if? . | — 7,6 |10,6 | 7,7 6,8 
Mittel % - 10? = 8,1. 
e) Py = 5,4. 
"Stunden Vy 8, | 6, | 19 


Drehung in Graden 425 | 4,00 3,70 2,70 
PP oe a Oo 13,1 11,3 10,9 


Mittel W’ - 10* = 11,8. 


f) py = 5,7. 











Stunden | 1'/, 3'/, 6"), 19 
DrehunginGraden | 3,40 | 3,00 2,60 1,25 
k - 10° , a 27,7 17,4 25,4 

Mittel & - 10° = 23,5. 
g) Py = 6,1. 
Stunden dt 5, 1'/, 3'/, 6"), 19 


DrehunginGraden 2,65 | 2,55, 2,80 1,70) 1,20) 1,10 
V-10®?.....i — (66,8 |60,.0 |66,6 |63,0 60,0 


Mittel & - 10° = 63,3. 
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Aus den hieraus angefertigten Kurven (Abb. 3) ergibt sich, wie in 
einigermafen saurer Lésung die optische Aktivitat sich ziemlich lang- 
sam ausbildet und ebenfalls auSerst langsam abnimmt. Je neutraler 
die Lésung wird, desto rascher bildet sich diese AKtivitaét aus und fangt 
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Abnehmen ‘ie gotischen Aktwitat mit der Zeit be verschiedenen Aciaitaten, 
be: Anwesenheit von Emulsin 


Abb. 3. 


dann bald an, immer rascher abzunehmen. In einer fast neutralen Lé- 
sung findet sie augenscheinlich kaum die Zeit, sich auszubilden, bevor 
sie wieder verschwunden ist. 
Der EinfluB des inaktivierenden Faktors nimmt also mit steigendem 
Py zu, um bei voller Neutralitat augenblickliche und vollstindige Sym- 
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Abb. 4. 

metrie hervorzurufen. Da bei verminderter Aciditat, wo die Konzen- 
tration der H-Ionen abnimmt, die saure Dissoziation des Oxynitrils und 
also die Konzentration der Oxynitrilionen gesteigert wird, erscheint die 
Abnahme der optischen Aktivitit gerade von dieser Dissoziation und den 
damit zusammenhaingenden Umlagerungen verursacht. 

Der Zusammenhang zwischen der Inaktivierungsgeschwindigkeit und 
der Aciditaét wird durch die obere Kurve in Abb. 4 veranschaulicht. Die 
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untere Kurve zeigt die Abhingigkeit der totalen Synthesegeschwindigkeit 
von der Aciditat und ist meiner zitierten Arbeit entnommen. Obschon die 
Konzentrationen der reagierenden Stoffe bei beiden Kurven nicht vollig 
dieselben sind, kann durch einen Vergleich der Kurven eine gute Uberein- 
stimmung mit den beobachteten Erscheinungen gewonnen werden. 


Versuch 4: Um die Stérungen in der Inaktivierungsgeschwindigkeit aus- 
zuschalten, die etwa durch die Anwesenheit des Emulsinpriparates hervorgerufen 
worden sind, wurde der Versuch 3 mit emulsinfreiem, optisch aktivem Oxynitril 
wiederholt. 

1. Herstellung des Oxynitrils. 100 com Emulsinlésung + 88 cem HCN (2,3 N, 
in 96proz. Alkohol gelést) + 21,47 g C,H;CHO wurde bei Zimmertemperatur 
gemischt und nach 1/, Stunde filtriert, wobei die Drehung (2 dm-Rohr) 3,40° 
war, um nach noch 1?/, Stunden zu 3,90° zu steigen. Nachdem die optische Akti- 
vitat nach weiteren 11/, Stunden, wie angenommen werden konnte, ihr an- 
genihertes Maximum erreicht hatte, wurde die Mischung mit 60 ccm Chloroform 
ausgeschiittelt, wobei Wasser zugesetzt wurde, um die Léslichkeit des Oxynitrils 
in dem verdiinnten Alkoho] zu vermindern, wodurch fast alle optisch aktive Sub- 
stanz vom Chloroform aufgenommen wurde. Das abgeschiedene oxynitrilhaltige 
Chloroform wurde mit ein wenig wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet, filtriert 
und auf dem Wasserbad bis 100° erwirmt, bis fast alles Chloroform verschwunden 
war, wonach das zuriickbleibende 6lihnliche Oxynitril in 47 proz. Alkohol zum 
Volumen 100 cem gelést wurde. Die Drehung der Lésung (2 dm-Rohr) war 3,25°. 

2. Inaktivierung des Oxynitrils. Zu je 20 ccm der letzterwihnten Lésung 
wurden 2 ccm Citratpuffer (2 N, in 47 proz. Alkohol gelést) gesetzt, wonach die 
Abnahme der optischen Aktivitat bei verschiedenen py im 2dm-Rohr verfolgt 
wurde. 











a) Pu = 3,6. 

Stunden | %e ee ae. ey, | 2 46 120 
DrehunginGraden) 2,95 2,95 2,90 2,85 2,80 | 2,70 | 2,50 
Bo WP meer se |} -— soe _ — | 05 0.6 | 05 

Mittel & - 10* = 0,5. 
b) py = 4,8. 
Stunden CBak 5 | m, | 2 46 | 120 
Drehung inGraden 2,90 | 2,90) 2,85 | 2,80| 2,60 2,20 | 1,55 
BP a es ee — | — | 25 | 3,0 2,4 23 | 20 





Mittel # - 10° = 2.6. 








Cc) Py = 6,8. 

Stunden 1 ys | 1, | m | % | bey 20 
Drehung in Graden | 2,60 | 2,30) 1,20/ 0,25 | 0,10! 0 
i ery | — | 320 | 283 | 219 | 265 | — 

Mittel # - 10® = 270. 
d) py = 7—8. 


Die optische Aktivitaét verschwindet unmefbar schnell: & 10° = eine sehr 
groke Zahl. 
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Auch diese Werte von k’- 10° stimmen mit den in Versuch 3 gefun- 
denen wohl iiberein. Die Anwesenheit des Emulsins scheint also auf die 
Geschwindigkeit, womit das Oxynitril inaktiviert wird, nicht merk- 
bar stérend einzuwirken, vorausgesetzt, daB die Aciditaét dabei keine 
Veriinderung erleidet. 


5. Die Ursache des Verschwindens der optischen Aktivitit. 

Aus den Versuchen 1—4 hat sich ergeben, daB die Inaktivierung be- 
schleunigt wird, teils durch das Erhitzen der saueren Lésung, teils 
durch Vermindern ihrer Aciditat. Da die Temperatursteigerung die 
Geschwindigkeit der Hydrolyse steigert, kénnte vermutet werden, 
ob eine Hydrolyse des Oxynitrils bei hdherer Temperatur merkbar wird, 
wobei das Ammoniumsalz der Mandelsiiure entstehen wiirde: 

C,H, -CH-OH-+CN + 2H,O ~* C,H, -CH-OH + COONH, . 

Hierbei wiirde die Rechtsdrehung der Fliissigkeit immer mehr ab- 
nehmen, weil aus rechtsdrehendem Oxynitril, wie bekannt, links- 
drehende Mandelsiiure gebildet wird. Da aber der Zahlenwert der spezi- 
fischen Drehung bei dieser Mandelsiiure [etwa —156°, Lewkowitsch')] 
um ein Vielfaches gréBer ist als beim Oxynitril [etwa + 14°, Feist?)], sollte 
zwar die Mischung nach einiger Zeit inaktiv, aber spiter immer stirker 
linksdrehend werden. Wie lange und wie rasch die Inaktivierung auch hat 
fortfahren kénnen, so habe ich doch niemals gefunden, daB eine Links- 
drehung eingetreten ist. Falls sich nicht zeigen sollte, daB auch die 
Mandelsiure in neutraler Lésung schnell racemisiert wird, spricht dieses 
gegen die Wahrscheinlichkeit einer Hydrolyse. 

Versuch 5: Um, wenn méglich, vorlaufig zu entscheiden, ob Mandelsiure 
gebildet wird, habe ich die Inaktivierung (bei Zimmertemperatur) in einer Lésung 
erfolgen lassen, die in einen Kolben eingeschlossen war und mit einer geringen 
Menge Kaliumcarbonat alkalisch gemacht war. Wahrend 12 Stunden wurde durch 
diese Lésung ammoniakfreie Luft gesaugt, die dann eine Waschflasche mit 0,1 N. 
Schwefelsiure passierte. Hatte sich Ammoniummandelat gebildet, so hatte daraus 
vom Kaliumcarbonat Ammoniak frei gemacht werden sollen, das dann mit dem 
Luftstrom in die Schwefelsiure eingefiihrt worden wire und also deren Titer 
vermindert hatte. Dieser wurde aber am Ende des Versuches unverandert gefunden. 
Hydrolyse konnte folglich nicht nachgewiesen werden. 

"Versuch 6: Endlich habe ich die Inaktivierung auch in einem Widerstands- 
gefaB mit zugehériger Briicke und Mikrophon vor sich gehen lassen, damit eine 
bei dem Ubergang des Oxynitrils in Mandelat entstehende Verinderung in dem 
Leitungsvermégen beobachtet werden konnte. Dieses blieb indessen die ganze 
Zeit unverandert. 

Aus den Versuchen 5—6 ergibt sich, da8 die Inaktivierung wahr- 
scheinlich nicht mit etwaigem Entstehen von Mandelsiure zusammen- 
hangt. Obgleich die Méglichkeit anderer Umlagerungen nicht ganz aus- 
geschlossen ist, scheint mir doch vorliufig wahrscheinlich, daB hier 

1) B. 16, 1567. 1883. 

2) Arch. d. Pharm. 247, 226. 1909. 


Biochemische Zeitschrift Band 131. 26 
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hauptsichlich nur eine intramolekulare Umlagerung vorliegt, namlich 
Racemisierung in inaktives Oxynitril. Die Frage bedarf aber weiterer Be- 


arbeitung. Z . . . rt 
Il. Zur Kenntnis des Emulsins. 


1. Die Herstellung des Emulsins. 

In ihren Hauptziigen schloss sich meine Herstellung des hier ver- 
wendeten Emulsins an Herisseys') Methode an?), wobei aber das Alkohol 
gegen Acefon vertauscht wurde, weil hierdurch teils die Fallung sich 
schneller absetzte, teils das Priparat dem Oxynitril kriftigere optische 
Aktivitaét zu erteilen schien, Die ganz neuerdings von Willsidtter (I. c.) 
empfohlene Extraktion mit schwach ammoniakalischer Lésung entspricht 
durchaus meinen Erfahrungen. 

Versuch 7: 0,1 g mit verschiedenen Fallungsmitteln hergestellter Mandel- 
emulsinpraparate wirkten waihrend 19 Stunden auf Mischungen von 4,4 com HCN 
(2,1 N, in Wasser gelést) + 0,98 g CsH;CHO ein, wonach die optische Aktivitat 
nach Methode I bestimmt wurde. Resultat: Mit Aceton gefalltem Emulsin 1,95°, 
alkoholgefiilltem (neues) 1,45°, alkoholgefalltem (4/, Jahr alt) 1,45°, acetongefilltem 
aber alkoholgewaschenem 1,57°. 

Aceton scheint also ein zweckmafigeres Fdllungsmittel als Alkohol zu sein, 

Auch aus Kernen von anderen Prunus-Arten, wie Kirschen und 
Pflaumen, habe ich kraftige Praparate erhalten, waihrend dagegen dic 
aus den Blittern der erwihnten Pflanzen gewonnenen Substanzen nur 
geringe Wirkung gezeigt haben. Ebenfalls hat ein Praparat aus Blattern 
von Prunus serotina, deren sich Krieble*) bedient hat, nur schwache 
optische Aktivitat ergeben. 

Versuch 8: 0,05 g Emulsinpraparat + 4,4 com HCN (2,1 N, in Wasser gelést) 
+ 0,98 g CgH;CHO. Temp. 30°. Methode I. Titriertes Volumen 2 com AgNO, 0,1 N. 








Emulsinpriaparat Stdn. Age rh AgNO, HCN 
( 1/, 0,32 14,7 65,0 
Aus bitteren Mandeln] 1 0,75 10,9 74,0 
(mit Aceton gefillt) | 3 0,75 9,7 76,9 
ui 5 0,50 &.8 79.0 
1/, 0,22 

: 1 0,33 - - 

Aus bitteren Mandeln 9 Lp es 
(mit Alkohol gefallt) { 5 84 10,9 14,0 
| 5}/, 0,30 8,0 80,9 
1 > ¢ 29 
Aus Prunus serotina- { : + eon ay oy 
aie: Soe Aceton 19 | 0.08 a4 80.0 
— 24 0,06 8,1 80,7 


1) Recherches sur |’Emulsine. Thése Paris, 1899, 8. 44. 

2) Diese Untersuchung war schon abgeschlossen, als die Arbeiten von Helferich 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, .159. 1921) sowie von Willstdtter und Csdnyi 
(Zeitschr. f. physiol. Chemie 117, 172. 1921) erschienen, welche wertvolle Bei- 
triage zur Darstellungsmethode des Emulsins bringen. Die genannten Arbeiten 
behandeln aber fast ausschlieBlich Glucosidasen. 

3) Journ. of the Americ. chem. soc. 35, 1643. 1913. 
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Aus dem Versuch ergibt sich, daB das aus Mandeln mit Aceton ge- 
fillte Emulsin eine etwa zweimal grobere Menge optisch aktiven Oxy- 
nitrils gibt als das mit Alkohol gefallte, und beide ergeben eine bedeutend 
kriftigere Wirkung als das aus Blattern von Prunus serolina gewonnene 
Priparat. Dagegen scheint ihre verschiedene Herkunft und Herstellung 
auf die Geschwindigkeit der totalen Synthese nicht einzuwirken, welche, 
wie friiher erwahnt, durch die Aciditit der Lésung bestimmt wird. 


2. Die Eigenschaften meiner Emulsinpriparate. 

1. Ihre optische Aktivitdt. Eine neubereitete Wasserlésung von 
Mandelemulsin la8t sich bis zur Klarheit filtrieren und kann polari- 
metrisch untersucht werden, wobei dieselbe linksdrehend erscheint, einer 
spezifischen Drehung des Praparats von —47,7° entsprechend. Nach 
etwa 24 Stunden beginnt diese Lésung sich zu triiben und allmahlich ent- 
steht Fallung, durch das Entstehen freier Siure verursacht, die einen 
Teil der gelésten EiweiBstoffe ausfillt. In einer Lésung sank z. B. 
wihrend 3 Tagen py von 6,51 auf 6,04. Beim Erhitzen der Lésung 
entsteht allmihlich ein reichliches Koagulum und die Drehung ver- 
schwindet immer mehr. 

Versuch 9: Eine Emulsinlésung von 4,09°, Trockensubstanz (0,32°;, Asche) 
ergab im 2 dm-Rohr die Drehung —3,90°. Eine andere Lésung von 3,46°,, Trocken- 
substanz ergab die Drehung — 3,30°, beide [1]” 47,7° entsprechend. 

2. Temperalurstabilitat. Um eine Auffassung von der Stabilitat des 
im Praparat befindlichen Katalysators der Oxynitrilspaltung bei héhe- 
rer Temperatur zu gewinnen, wurde folgender Versuch gemacht. 

Versuch 10: Einige Flischchen wurden mit je 10 cem einer Emulsinlésung 
(4,09°,, Trockensubstanz, py = 5,9) beschickt und blieben waihrend einer Stunde 
bei konstanter Temperatur, wonach sie rasch bis Zimmertemperatur abgekiihlt 
wurden. Jetzt wurde zu den mehr oder weniger koagulierten Lésungen als Puffer 
10cem Acetat (1 N, in 47 proz. Alkohol gelést) von py = 5,0 und unmittelbar 
danach 15 ecem HCN (1,34 N, in 96 proz. Alkohol gelést) und 2,13 g C,H,CHO 
zugesetzt. Nach einer Stunde bei 18° wurden die Fallungen abfiltriert, und dann 
wurden die Lésungen im 2dm-Rohr untersucht. Resultat: 





Temperatur 40 ih) 60 mp 73 76 is 
Stunden 2 6 2 25 2 3 25 2 6 2 6 2 6 2 6 2 


Drehung in 


Graden . 3.00 ee oh 2,35}2.65 2.85 oe es ae a +l 0 





Zwischen 70° und 80° wird also die hier wirksame Substanz schnell 
inaktiviert, um nach einer Stunde Erhitzen bis 80° mit Bezug auf ihr 
Vermégen optisch aktives Oxynitril zu bilden, ganz inaktiv zu werden. 
Dies gilt wenigstens fiir py = ca. 5,9, obgleich es méglich ist, daB in 
noch neutraler, salzhaltiger oder schwach alkalischer Lésung. wo die 
Koagulierung nicht so leicht stattfindet, die Aktivitaét auch nach starke- 
rem Erhitzen weiter bestehen kann. 


26* 
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3. Dialyse. In bezug auf die bei einigen Enzymen nachgewiesene 
Existenz spezifischer, durch Dialyse abtrennbarer Aktivatoren (Koenzyme) 
schien es von Interesse zu sein, das Verhalten einer Emulsinlésung hier- 
bei zu untersuchen. Im Zusammenhang hiermit wurde eine Aschen- 


analyse gemacht. 


Versuch 11: Die Dialysen gingen bei Anwesenheit von Toluol in einer Anzahl 
Collodiumschliuchen vor sich, je etwa 15 ccm fassend, 3 Tage lang, mit oft wieder- 
holtem Umtausch von AuBenfliissigkeit, deren totales Volumen 1500 ccm betrug, 
und die dann bei 30—35° zum Volumen 50 ccm im Vakuum eingeengt wurde. 


Dialyse I. Emulsinlésung 300 cem. 


Nichtdialysierte 
Lésung 
Pu = 6,08 
Trockensubstanz 
= 12,1 mg/ecm 


Asche = 0.84 mg/ecm 
= 6,94% d. Trocken- 
substanz 


Nichtdialysierte 
Lésung 
Pu = 6,39 
Trockensubstanz 
= 12,2 mg/ecm 


Asche 0,9 mg/eem 
= 7,37%, d. Trocken- 
substanz 


Aschenanalyse?): 


Dialysierte Lésung 


(Innenfliissigkeit) Aupenfiissigheit 


Pu = 6,04 Pu = 5,73 
Trockensubstanz Trockensubstanz = 14,3. mg/ecm 
9,2 mg/cem. =2,4 mg/cem von der ur- 


spriinglichen Lésung. Davon 

Kohlenhydrate (als Glucose be- 

rechnet) 3,0 mg/cem = 21°, der 
Trockensubstanz. 

Asche nicht nach- Asche=4,5 mg/ecm =35% der 
weisbar Trockensubstanz. 


Dialyse IT. 


Dialysierte Lésung Aufenflissigkeit 
Pu = 5,88 Pu = 5,88 
Trockensubstanz Trockensubstanz = 5,7. mg/ccm. 
= 9,7 mg/ccm Davon Kohlenhydrate (als 


Glucose berechnet) 1,3 mg/cem 
= 23°, der Trockensubstanz. 


Asche nicht nach- Asche = 1,9 mg/eem = 33° der 


weisbar Trockensubstanz. 
PO 5 3. rcs TRIO 
ee. sis <p 
i | ar: ae 
MeO pcs ae ey 
ee 


AlO,... . . Spuren 

Se a 

)  § eee ms 
99,34% 


Daraus ergibt sich, dab die urspriinglichen beiden Lésungen (bei 
verschiedenen Gelegenheiten bereitet), mit einem Emulsingehalt von 


1) Diese Analyse wurde von Herrn stud. phil. V. Andersson gemacht. 














Asymmetrische Wirkung des Emulsins bei der Benzoxynitril-synthese. 403 


bzw. 1,21°% und 1,22°,, durch die Dialyse einen Teil der Substanz ver- 
loren hatten, so daB ihr Gehalt bis bzw. 0,92°, und 0,97°,, gesunken war. 

Die in die AuBenfliissigkeit ausdialysierte Substanz enthielt, auBer 
einer geringen Menge stickstoffhaltiger Stoffe (die bei dem Erhitzen der 
Lésung koagulierte), einen Teil léslicher Kohlenhydrate, die nach Hydro- 
lyse mit verdiinnter Schwefelsiure und Bestimmung nach Berirands') 
Methode, als Glucose berechnet, bzw. 21° und 23°, von dem ‘Trocken- 
gewicht der Substanz ausmachten. Auberdem enthielt dieselbe an- 
organische Stoffe (hauptsachlich Kalium- und Calciumphosphat) bis zu 
einem Gehalt von bzw. 35°, und 33,3°%. 

Diese bei der Dialyse entfernte Substanzmischung, die Aufen/liissig- 
keit, zeigte an sich keine merkbare optisch aktivierende Wirkung bei der 
Oxynitrilsynthese und enthielt also keine nachweisbare Menge des betr. 
Katalysators. 

Die dialysierte Emulsinlésung, die Innenfliissigkeit, zeigte auch nur 
geringe oder keine katalytische Wirkung. Wenn aber die beiden Fliissig- 
keiten gemischt wurden, zu einem Volumen, wie vor der Dialyse, wurde 
wieder deutliche optische Aktivitat erhalten, obgleich nicht eine so 
starke wie aus der urspriinglichen undialysierten Lésung. 

Indessen trat beim Verwenden nur dialysierter Losung eine neue 
Erscheinung aut, die ein genaues Beobachten der optischen Aktivitaét un- 
moglich machte. Wenn gewohnliche Emulsinlésung mit dem Substrat 
vermischt wird, entsteht, wie friiher erwihnt wurde, augenblicklich eine 
starke Proteinfaillung, nach deren Abfiltrierung der Gang der Aktivitat in 
der klaren Lésung leicht verfolgt werden kann. Diese Fallung enthilt 
keine nachweisbare Menge des Katalysators, weshalb es scheint, als ob 
dieser aus dem Emulsin freigemacht wiirde und seine Wirksamkeit an- 
finge, wenn das Protein ausgefiallt wird. Eine dialysierte Lésung ergibt 
aber keine Fadllung, wenn sie dem Substrat zugesetzt wird, sondern 
héchstens eine starke Opalescenz. Diese verschwindet aber nicht und 
kann auch nicht durch Filtrieren entfernt werden, weshalb die Polari- 
sierung in einem lingeren Rohr dann unméglich und auch in '/, dm- 
Rohr so erschwert ist, daB zuverliissige Resultate nicht haben gewonnen 
werden kénnen, obgleich es den Eindruck gemacht hat, dab optische 
Aktivitaét dabei nicht entstanden ist. 

Falls aber eine solche dialysierte Emulsinlésung wieder mit AuBen- 
fliissigkeit versetzt wird, erhilt man mit dem Substrat wieder die Pro- 
teinfallung, und deutliche optische Aktivitat wird ausgebildet. Diese 
aktivierende Wirkung hingt augenscheinlich nicht von der Zufiihrung 
der organischen Bestandteile der AuBenfliissigkeit (z. B. Kohlenhydrate) 
ab, sondern wird von den anorganischen Stoffen verursacht, denn allein 
eine Zufiihrung von Emulsinasche geniigt, um dieselbe hervorzurufen. 

1) Bull. de la Soc. chim. 35, 1285. 1906. 
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Auch nachdem die Aufenfliissigkeit eine Stunde bis 80° erhitzt worden 
ist, behalt sie ihr Vermégen dialysierte Emulsinlésung zu aktivieren. 

Hierdurch wird man etwa veranlaBt zu glauben, dies sei ein Fall von 
direkter Aktivierung durch einen anorganischen Aktivator, etwa Alkali- 
phosphat, besonders da sich zeigt, daB Zusatz von Spuren desselben so- 
gleich reichliche Proteinfallung und gleichzeitig optische Aktivitaét des 
Substrats hervorruft. Indessen zeigten weitere Versuche, dab eine 
andere Deutung moglich ist (siehe Kap. II]). Es ergab sich namlich, 
daB zwar ein kleiner Zusatz von NaCl, MgCl, oder Ca(NO,), keine Fal- 
lung hervorrief, wohl aber eine entsprechende Menge MgSO, oder 
CaSO,, und noch bessere Fallung wurde, wie erwihnt, mit Phosphat er- 
halten. Augenscheinlich wurde die Lésung nicht merkbar durch ein- 
wertige Anionen gefallt, wohl aber durch zweiwertige und noch stirker 
durch dreiwertige, analog den Tatsachen, die sich bei Aussalzung elektro- 
lytfreier Albuminlésungen [F’. Hofmeister!)] ergeben haben. Auch Zusatz 
von Acetat als Pufferlésung rief eine Fillung hervor, mit begleitender op- 
tischer Aktivitaét des Oxynitrils. 


4. Nitrilsynthese durch nichterhitztes und durch erhitztes Emulsin. 


Versuch 12: Emulsinlédsung = 1g Emulsin + 100cem Wasser, filtriert. 
Hiervon ein Teil inaktiviert durch 1 Stunde Erhitzung bis zu 100° und Filtrierung. 
Xeaktionsgemisch: 4,53 com HCN (2,06N)+ 1,0g C,H;CHO + 4,53 cem_ vort 
bzw. aktiver oder inaktiver Emulsinlésung oder Wasser. Temp. 17°. Methode I. 
Titriertes Volumen 2 ccm. AgNO, 0,1 N. 


a) Nichterhitztes Emulsin, 








Stunden Drehung AgNO, HCN k + 108 
in Graden 
2 0,70 11,1 46,1 
1,8 
4 0,82 9,3 54,9 
0.8 
6 0,80 8.7 57.8 
0,5 
19 0,76 6,7 67,5 
b) Erhitztes Emulsin. 
Stunden _Drehung AgNO, HCN k- 10° 
in Graden 
2 0 12,3 40,3 
0.9 
4 0 11,1 46,1 
0,5 
6 0 10,5 49.0 
0,2 
19 0 9,2 55,3 


1) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 28, 210. 1891. 
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¢) Ohne Emulsin. 





Stunden | _Prehung AgNO, HON k- 10° 
in Graden 


2 0 14.0 39.0 
0.6 

4 7) 12.0 7.4 
0,2 

6 0 12.6 8.8 
0.) 

19 0 11,9 42.2 
0,2 

30 0 10,3 50.0 


d) Die Reaktionsmischung verblieb ohne Emulsin wahrend 6 Stunden. Dann 
wurde nichterhitztes Emulsin zugesetzt. Nach noch 1!/, Stunden ergab sich: 
Drehung 0,25°, AgNO, 11,7, HCN 43,2. 

Hieraus ergibt sich, daB eine auf 100° erhitzte (und filtrierte) 
Emulsiniésung, die nicht ldanger optische Aktivitdét verursacht, noch 
eine Steigerung der totalen Synthesegeschwindigkeit hervorruft. Diese 
Wirkung ist folglich nicht enzymatisch, sondern hingt von dem Gehalt 
siurebindender Proteinsubstanz, die in der Lésung noch zuriickbleibt, 
ab. Als Siure kommt hier Benzoesiiure (aus dem Benzaldehyd stammend) 
in Betracht. Bei Verwendung auf 100° erhitzter und unfiltrierter Emul- 
sinlésung wurde bei einem Parallelversuch noch gréBere Synthesege- 
schwindigkeit erreicht. weil dabei kein Proteinstoff entfernt worden war, 
und folglich mehr Saiure gebunden werden konnte. 

Wird der Katalysator zugefiihrt, nachdem ein Teil der Synthese 
schon vorsichgegangen ist, so wird eine schwichere optische Aktivitat 
erhalten, darauf deutend, dafs der Katalysator nur auf den noch nicht 
synthetisierten Teil des Substrats einwirkt. 

5. Fiir kleine Emulsinmengen ist die optische Aktivitdt des Subsirats 
der Emulsinmenge proportional. Um zu priifen, ob bei kleinen Emulsin- 
mengen die optische Aktivitat des Oxynitrils der Menge des Katalysators 
proportional ist, wurde folgender Versuch gemacht. 

Versuch 13: Substrat = 14,1 cem HCN (1,4N, in 96proz. Alkohol gelést) 
+ 2,09g C,H;CHO + 10cem Acetatpuffer (1 N, in 47proz. Alkohol gelést, 
Pu = 4,4). Methode II. 


a) Substrat + 10 cem Wasser + 5 com Emulsinlésung 





Stunden PF 1 5 24 98 


DrehunginGraden 0,20 0,25 0,30 0,35 0,30 
k’ . 108 1.0. 


b) Substrat +8 cem Wasser + 7 ccm Emulsinlésung. 





Stunden 1/, 1 8 24 oS 


DrehunginGraden 0,40 0,40 050 0,50 0,40 
E10? = LS. 





Spe (er EFI STE a T 
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c) Substrat + 5 cem Wasser + 10 ccm Emulsinlésung. 





Stunden a 1 8 24 | 


DrehunginGraden 0,60 | 0,60 0,75 0,75 | 0,60 
kb - 108 = 1,3. 
d) Substrat + 3 cem Wasser + 12 cem Emulsinlésung. 





Stunden l/s 1 8 24 98 
DrehunginGraden |) 0,80 | 0,80 0,90 0,85 0,65 
Bell = 1%. 
e) Substrat + 0 cem Wasser + 15 ccm 


Emulsinlésung. 





Stunden Ms 1 8 24 98 


DrehunginGraden| 1,00 1,00 1,15! 1,10) 0,85 
bc 1G? 2°15. 


c— 


9% CY. 


0%o\ 








GRR RBRERB 20 et CRE ee See mee Emulsinmenge | 
O1723 45678 IMNUBMim 0 Of G2 O3 OF O5 06 G7 G8 G9 0g 
Abb. 5. Abb. 6. 

Bei kleinen Mengen des Katalysators ist also seine Wirkung seiner 
Menge proportional (Abb. 5). 

Je nachdem die optische Aktivitaét ihr Maximum erreicht, bringt in- 
dessen eine weitere Vermehrung der Katalysatormenge immer geringere 
Wirkung mit sich, wie sich aus folgendem Versuche ergibt (Abb. 6). 

Versuch 14: Das Emulsinpulver wurde mit 10 ccm Wasser wihrend einer 
Stunde digeriert, wonach 10 ccm Acetatpuffer (1 N, in 47 proz. Alkohol gelést, 

Pu = 5,4) und Substrat wie im vorigen Falle zugesetzt wurden. 


a) 0,03 g Emulsin. 


Stunden 1 17 44 124 














DrehunginGraden | 0,40 0,35 0,15 | 0,00 
fe a — —~ |13,6 


b) 0,05g Emulsin. 


Stunden ae 17 44 124 





DrehunginGraden | 0,65 0,55 0,20; 0O 


— |163 


kK -10° . 
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c) 0,1 g Emulsin. 





Stunden 1 17 44 124 


DrehunginGraden 1,00 0,65 0,35 | 0,05 
We ch fe wikia G - |11,7 | 10,0 | 10,5 


d) 0,2 g Emulsin. 





Stunden | 17 BS! 124 


Drehung in Graden | 1,60 1,00 0,50; 0,10 
Go. ie t - 12,8 | 11,2 | 100 


e) 0,3 g Emulsin. 





Stunden 1 17 44 124 


DrehunginGraden 2,00 1,30 0,65 0,10 
ele SS or TER PaaS fe 


f) 0,4 g Emulsin. 





Stunden 1 17 44 124 


DrehunginGraden , 2.20 1,35 0,65) 0,10 
| | |e AOC ae ee : 12.6 | 11,8 | 10,2 





g) 0,5 g Emulsin. 


Stunden 1 17 44 124 


DrehunginGraden | 2,40 1,40) 0,70 0,10 
ne | he 146 | 142 | 10,6 


h) 1,0 g Emulsin. 





Stunden 1 17 44 124 


DrehunginGraden 2,90 1,70 0,70) 0,10 
i: _ ai ea 145 14,2 | 10,6 

DaB die optische Aktivitaét in dieser Versuchsreihe mit der Zeit 
schneller abnimmt (k’ - 108 = ca. 12) als in der vorhergehenden (Ver- 
such 13) (k’ +108 = ca. 1,3) hangt augenscheinlich von dem héheren 
Py: Wert (5,4 baw. 4,4) des Puffers ab. 

III. Theoretisches. 

Kine im Pflanzenreich gewéhnliche Gruppe von Eiweifstoffen ist, wie 
bekannt, die der Globuline. Sie sind in verdiinnten Neutralsalzlésungen 
léslich, nicht aber in konzentrierten, auch nicht in reinem Wasser. Sie 
fallen deshalb aus, wenn der Salzgehalt der verdiinnten Lésung durch 
weiteren Salzzusatz gesteigert wird, wie auch, wenn er durch Dialyse in 
zu hchem Grade vermindert wird. Da sie amphotere Elektrolyten sind, 
aber in tiberwiegendem Grad die Eigenschaften einer schwachen Siure 
zeigen, werden sie von Alkalien gelést und von gewoéhnlichen Siuren 
ausgefallt. 
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Kin Hauptbestandteil in Mandeln und in den Steinen anderer Prunus- 
Arten ist, wie bekannt, das Globulin Amandin, das folglich auch cin 
Hauptbestandteil im Emulsin sein diirfte und das sich mit Bezug auf 
Herstellungsweise und Eigenschaften diesem anschlieBt. AuBerdem ist 
in meinem Emulsinpraparat ein reduzierender Bestandteil') enthalten, 
wahrscheinlich ein Kohlenhydrat (Versuch 11), von dem méglicherweise die 
hier besprochene katalytische Tatigkeit herrihrt. OA/a@?) hat nachge- 
wiesen, daB Emulsin, das seines ganzen Eiweibgehalts beraubt worden 
ist, noch immer Pentosereaktion gibt. Wie Willstatter und Csanyi (1. c.) 
angeben, sind aber Ohtas Priiparate sehr schwach, so dal Schliisse 
aus seinen Angaben kaum gezogen werden kénnen. Seine Wirkung 
bei der Oxynitrilsynthese hat Ohta leider nicht untersucht. Durch 
die Anwesenheit von (rechtsdrehendem) Kohlenhydrat kann in 
meinem Praparat der Stickstoffgehalt, fiir den ich 12,5°,  fand, 
gegentiber dem Amandin (19°) herabgesetzt sein; auch wird 
durch das rechtsdrehende Kohlenhydrat die Drehung meines Priipa- 
rates (gefunden —47,7°) gegentiber der Drehung des Amandins herab- 
gesetzt (—56°). Diese Verschiedenheit der Drehung kann indessen auch 
dadurch erklirt werden, daB, wie bekannt, die Anwesenheit von Neu- 
tralsalzen die Drehung der EiweiBstoffe herabsetzt. 

Da ein Hauptbestandteil meines Priparates ein Globulin ist, lassen 
sich die bei der Dialyse beobachteten Erscheinungen (Versuch 11) 
folgendermaBen deuten: Da der Salzgehalt durch die Diffusion allzu 
gering wurde, fiel ein groBer Teil des Priparats in unléslicher Form aus, 
was sich auch dadurch zeigte, dafs gegen Ende der Dialyse auf dem 
Boden der Kollodiumschliuche stets eine Faillung entstand. Wenn dann 
die zuriickbleibende verdiinnte Emulsinlésung dem salzfreien Substrat 
zugefiihrt wurde, blieb das Amandin in geléstem oder wenigstens opales- 
cierendem Zustande und rief keine optische Aktivitéit beim Oxynitril 
hervor, weil der Katalysator noch am Amandin gebunden (adsorbiert) 
blieb. Wenn dagegen ein geeignetes Salz, z. B. Alkaliphosphat, in ge- 
niigender Menge zugefiihrt wurde, wurde eine Ausfillung des Amandins 
in grobflockiger Form erhalten, wobei die adsorbierende Fliche eine ge- 
waltsame Verminderung erlitt, so daB der Katalysator freigemacht 
und optische Aktivitit des Substrats erhalten wurde. Da die Emulsin- 
lésung durch die Dialyse geschwicht worden war, konnte jedoch die 
optische Aktivitat nicht so hohen Wert erreichen wie mit der urspriing- 
lichen Emulsinlésung. Das besonders Alkaliphosphat dem Emulsin 
gréBere Wirkung zu geben schien als z. B. Sulfate, kann auch auf seine 
Pufferwirkung zuriickgefiihrt werden, wodurch ein gréBerer py-Wert 


1) In Handelspriparaten von Emulsin fanden auch Neuberg und Marx 
(diese Zeitschr. 3, 535. 1907) Reduktion von Fehlingscher Lésung. Willstdtters 
und Csdnyis Emulsinpraparat zeigte diese reduzierende Wirkung nicht. 

*) Diese Zeitschr. 58, 329. 1914. 




















Asymmetrische Wirkung des Emulsins bei der Benzoxynitril‘synthese. 409 


erreicht wurde und optische Aktivitat folglich schneller ausgebildet 
werden konnte (Versuch 3a und b). 

Der anscheinend vorliegende Fall von Katalysatoraktivierung kann 
somit auf eine verhinderte Ausjlockuny von Globulin zuriickgefiihrt werden 

Die Schnecdligkeit, womit die optische Aktivitit ausgebildet wird, 
wird augenscheinlich von der totalen Synthesegeschwindigkeit be- 
stimmt, welche threrseits durch die Aciditat reguliert wird. Indessen 
wirkt, nach meinen Versuchen (siehe 8. 399), noch ein Faktor auf die op- 
tische Aktivitat ein, niimlich die intramolekulare Umlagerungsgeschwin- 
digkeit, wodurch schlieBlich eine Mischung gleich vieler rechts- und links- 
drehender Molekiile ausgebildet wird. Die Geschwindigkeit dieser race- 
misierenden Umlagerung, die in dem ganzen untersuchten Aciditits- 
gebiet die Synthesegeschwindigkeit nicht erreicht, scheint mit steigen- 
dem py und mit steigender Temperatur zu steigen, wodurch die optische 
Aktivitat schnell abnimmt. In vollig neutraler Lésung scheint die Ge- 
schwindigkeit der Inaktivierung dieselbe Héhe zu erreichen wie die 
Synthesegeschwindigkeit, d.h. beide werden unmefBbar grols. 


Besprechungen einiger Befunde von Rosenthaler. 

Durch die hier vorliegende Arbeit kénnen mehrere der von Rosen- 
thaler') beobachteten Erscheinungen ihre einheitliche Erklarung finden. 
Rosenthaler findet die stirkste Drehung, wenn man einen Uberschuf 
von Benzaldehyd langsam in eine Mischung von Emulsin und Cyan- 
wasserstoff eintropfen laBt. Diese anscheinend eigentiimliche Tatsache 
wird indessen von mir darauf zuriickgeftihrt, dab die durch die Oxy- 
dation des Aldehyds gebildete Siiure die Aciditit der Mischung steigert, 
wodurch mit der Zeit starke optische Aktivitit erreicht wird, weil dann 
die Inaktivierungsgeschwindigkeit immer mehr herabgesetzt wird. 
Bleibt dagegen die Aciditat konstant erhalten, so erzeugt, wie ich ge- 
funden habe (diese Versuche sind nicht mitgeteilt), sowohl UberschuB 
als unzureichende Menge von Benzaidehyd Verminderung im Gewinn des 
optisch aktiven Oxynitrils, wie auch zu erwarten ist. Dieselbe Ursache 
ist wohl auch der Grund der Beobachtung Rosenthalers, dab eine gréBere 
Drehung erhalten wird, wenn man die Mischung schiittelt. Méglicherweise 
kann auch seine Beobachtung, daB Anwesenheit von Athylacetat Steige- 
rung in der optischen Aktivitat bewirkt, auf die bei ihrer teilweisen Hydro- 
lyse freigemachte Essigsiure zuriickgefiihrt werden. Rosenthaler findet 
weiter, daB einmal verwendetes Emulsin nicht mehr bei cinem neuen 
Substrate optische Aktivitat hervorruft, und er erklirt dies damit, dab 
das Emulsin von Oxynitril ,,beschidigt** worden ist. Meiner Ansicht 
nach hat das Oxynitril den Katalysator aus dem Emulsinpriparat auf- 
genommen, wodurch dieses seine Wirkung verloren hat. Dies wird noch 








She 
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wahrscheinlicher durch Bredig und Fiskes!) Beobachtung, daB der von 
ihnen verwendete ahnliche Katalysator Chinin (Chinidin) vom Oxynitril 
aufgenommen und hartnackig daran gebunden wurde. Endlich findet 
Rosenthaler, daB, wenn eine Lésung von optisch aktivem Oxynitril mit 
Emulsin versetzt wird, die optische Aktivitat schneller abnimmt als in 
einer emulsinfreien Lésung, worin er fiir seine Auffassung einen Beweis 
sieht, daB es in Emulsin ein Oxynitril spaltendes Enzym gibt. Ohne auf 
die Frage, ob es sich hier um die Wirkung eines Enzyms handelt, 
niher einzugehen, mag bemerkt werden, daB sich Rosenthalers Befund 
darauf zuriickfiihren laBt, daB das Emulsinpraparat aus der Lésung 
Siure aufnimmt, wodurch die Aciditaét vermindert und folglich die In- 
aktivierungsgeschwindigkeit gesteigert wird. 


Zusammenfassung. 

1. In meiner friiheren Mitteilung (1. c.) ist gezeigt worden, dab, wenn 
Benzaldehyd und Cyanwasserstoff in Lésung in aquimolekularen Men- 
gen vermischt werden, sie sich zu Benzoxynitril verbinden, wobei die 
Geschwindigkeit dieser Reaktion als Funktion der H-lonenkonzentration 
dargesteilt wird. Das dabei erhaltene Oxynitril ist optisch inaktiv. 

2. Wenn bei dieser Reaktion Emulsin anwesend ist, wird die Synthese 
asymmetrisch geleitet, wobei sich d-Oxynitril bildet. Der in Emulsin be- 
findliche Proteinbestandteil (Globulin) fallt hierbei in unléslicher Form 
aus und ist selbst katalytisch unwirksam. Wird dieses Ausfallen (dadurch 
verursacht, da das Globulin Benzoesaéure aus dem Substrat bindet) ver- 
hindert, indem durch Dialyse der Salzgehalt des Emulsins weggenommen 
wird, oder indem die Reaktionsmischung schwach alkalisch gemacht wird, 
so gewinnt man kein optisch aktives Oxynitril. Die Menge des ent- 
standenen Oxynitrils ist von der Menge anwesenden Emulsins abhingig. 
Bei kleinen Emulsinmengen zeigt sich vollstandige Proportionalitiat 
zwischen der erreichten Drehung und der Emulsinmenge. Bei groBen 
Mengen steigt die Drehung langsamer als die Menge Emulsinpriparat. 

3. Das gewonnene d-Oxynitril ist labil, und die Drehung der Lésung 
nimmt von selbst ab, ohne Mitwirkung eines Enzyms oder eines anderen 
Katalysators. Die Geschwindigkeit, mit der die Drehung abnimmt, 
steigt 1. mit einem Temperaturkoeffizienten k;+ 19: k; = ca. 3,2, nimmt 
2. mit steigender Aciditaét innerhalb des Gebietes py = 3 bis 6,5 
ab (Abb. 4) und erreicht 3. die Hohe der totalen Synthesegesch windigkeit 
erst im Neutralpunkt, wo beide sehr gro werden und wo die optische 
Aktivitaét ebenso rasch verschwindet, wie sie entsteht. 

4. Einige von Rosenthaler (1. c.) beobachtete spezielle Erscheinungen 
stimmen mit meinen Resultaten gut tiberein, finden aber hier eine von 
der seinigen abweichende Deutung. 

1) Diese Zeitschr. 46, 7. 1912. 





























Uber die Chemie der Lunge. 


IT. Mitteilung'). 


Uber ein neues Phosphorsulfatid in der Lunge. 


Von 
Ubaldo Sammartino (Rom). 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung. ) 
(Eingegangen am 25. April 1922. 


Im Gehirne werden als Bestandteile der weifen Materie saure 
Verbindungen gefunden, welche in Wasser und Alkohol unldsliche Ba- 
riumsalze geben und von denen einige, sowohl Phosphor als auch Schwefel 
enthalten und daher als Phosphorsulfatide anzusprechen sind. So ist es 
gelungen in vor kurzem veréffentlichten Untersuchungen von S. Frdnkel 
und O. Gilbert?) einen Kérper darzustellen, der Hirnsdure benannt wird 
und im Molekiil ein Atom Schwefel, ein Atom Phosphor und drei 
Atome Stickstoff enthielt. Bei der Hydrolyse dieser Substanz, deren 
Bariumsalz der Formel C,,H,,,N3, SPBa,O, entsprach, wurden Cerebron- 
siiure und Aminoithylalkohol gefunden. Sonst hat man nur Phosphatide, 
wie das Sphingomyelin oder Sulfatide gefunden, welch letztere nach noch 
nicht weiter beschriebenen Verfahren von Levene dargestellt wurden. 

Aber diese Substanzen, die bis jetzt gefunden wurden, waren durch- 
aus sauerer Natur, um so merkwiirdiger war es, dab wir bei Aufarbei- 
tung der Lipoide der Lunge auf ein Phosphorsulfatid gestoBen sind, 
welches sehr schén krystallisierte, Phosphor und Schwefel und Stick- 
stoff in der Relation 1: 1:2 enthielt und keine saueren Eigenschaften 
zeigte, sich also von der Hirnsiiure ebenso wie durch den Stickstoffgehalt, 
so auch durch den Mangel der salzbildenden Eigenschaften unter- 
schied. 

6 kg frischer Lunge haben wir im Vakuumtrockenschrank auf Silber- 
platten getrocknet und erhielten nach dem Vermahlen 1080 g Pulver. 
Wir extrahierten vorerst dieses Pulver mit Benzin und nachher mit sieden- 


dem Alkohol. 


1) J. Mitteilung, diese Zeitschr. 124, 234. 1921. 
2) Diese Zeitschr. 124, 206. 1921. 
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Aus der alkoholischen Lésung schied sich, wie gewéhnlich beim Ab- 
kiihlen, weiBe Materie ab, und die alkoholische Lésung wurde dann in der 
Kalte belassen. Es schied sich wieder etwas weibe Materie ab, welche mit 
der Hauptportion vereinigt wurde. Hierauf wurde die alkoholische Lésung 
im Vakuum stark konzentriert und mit Ather aufgenommen. Die iithe- 
rische Lésung wurde mit Glaubersalz getrocknet, stark eingeengt und mit 
Alkohol aufgenommen, um eventuell vorhandenes Cephalin abzuscheiden. 
Die Lésung wurde hierauf mit alkoholischer, ammoniakhaltiger Blei- 
acetatlésung gefiallt. Es fiel nur sehr wenig Niederschlag aus, von diesem 
wurde abfiltriert und durch Zusatz von Schwefelséure, sowohl Blei, als 
auch Ammoniak entfernt. Die alkoholische Lésung wurde hierauf im 
Vakuum eingeengt und mit Aceton gefillt. Es fiel eine weibe Substanz 
aus, die sich mit siedendem Alkohol in einen organischen und einen 
anorganischen Teil zerlegen lie}. Die organische Substanz fiel beim Ab- 
kiihlen mit Alkohol krystallisiert aus. Alle Fraktionen gaben denselben 
Schmelzpunkt und zwar 197°. Die Substanz enthielt Stickstoff, Schwefel 
und Phosphor, gab keine Orcinreaktion, war also frei von Galaktosiden. 
Die Lésung zeigte keine Reaktion gegen Lackmus, die Substanz war 
vollig frei von Blei. Wir erhielten von dieser Substanz nur wenig, 
so daB wir kein geniigendes Material fiir eine Hydrolyse hatten. 

Die Elementaranalyse ergab folgenden Wert: 

Stickstoffbestimmung nach Dumas-Preal: 5,490 mg im Vakuum getrocknete 
Substanz (744 B. 18° Temp.) gaben NV 0,163 ccm, das ist 3,40°% N. 2,960 mg 
(744 B. und 17° Temp.) gaben NV 0,090, ecm das ist 3,50°% N. 

Phosphorbestimmung nach Hans Lieb: 3,80 mg gaben Phosphorammonium- 
molybdat, 0,0104 mg, das ist 3,95% P. 

Schwefelbestimmung: 156,520 mg im Vakuum getrocknete Substanz werden 
nach Lieb behandelt und gaben 0,03682 g BaSO,, das ist 0,00505 g S, entsprechend 
3,239 8. 

Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmung: 6,410 mg Substanz gaben 14,803 mg 
CO,, entsprechend 62,98°% C; 6,410 mg Substanz gaben 7,081 mg H,O, entspre- 
chend 12,36°,, H. 

Relation: N:P :8 =2:1: 1. 


C H N 8 4 O 
Gefunden: 62,98%, 12,36%, 283%, 3,23%, 3.12%, 15,48% 
Berechnet: 62,52 ,, 12,17,, 2,77, 3,17,,  3,07,, 15,84, 
fiir C'sgH..N,8,P,0,0- 
Am wahrscheinlichsten handelt es sich hier um ein Anhydrid eines 
Phosphorsulfatides, da dieser Kérper mit Blei keine Verbindung gab. 























Uber den Nachweis der fermentativen Liésung von koagulier- 
ten Proteinen mittels des Eintauechrefraktometers. 


Von 
Ernst Kupelwieser. 


(Aus dem Institute fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der Univ. Graz; 
Vorstand: Prof. Dr. Hermann Pfeiffer. Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der fiirstlich 
Liechtensteinschen Spende) 


(Eingegangen am 26. April 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Vorbemerkung. 


Zum Nachweis und zur Verfolgung der unter den Begriff des termen- 
tativen EiweiBabbaues fallenden Vorgiinge gibt es eine grobe Zahl von ‘ 
Methoden. Entsprechend dem Umstande, da bei einem aus Substrat 
und dem Trager der Fermentwirkung bestehendem Reaktionssystem 
die mannigfaltigsten Veriinderungen beziiglich des chemischen Ver- 
haltens, wie der physikalischen Eigenschaften auftreten, die der Beob- 
achtung zuginglich sind, wurden sehr verschiedene Merkmale als 
Zeichen fiir den Eintritt und Fortschritt der Fermentwirkung beniitzt. 
Dal} mit verschiedenen Methoden nicht nur immer andere Seiten des 
gleichen Teilvorganges erfaBt werden, sondern auch zeitlich aufein- 
anderfolgende Ausschnitte aus dem von physikalischen Zustandsinde- 
rungen begleiteten stufenweisen Abbau herausgegriffen werden, ist eine 
‘Tatsache, auf die schon wiederholt hingewiesen wurde und die besonders 
dann zu beriicksichtigen ist, wenn es sich um die Ausarbeitung einer Meb- 
methode handelt'). 
Es taucht aber noch die weitere Frage auf, ob man bei Bentitzung 
so verschiedenartiger Merkmale der Fermentwirkung etwa nicht allein 
ein und denselben vom Ferment katalysierten ProzeB von verschiedenen 
Seiten und in verschiedenen Stadien zu sehen bekommt, sondern viel- 
Jeicht ganz verschiedene Wirkungsweisen des Fermentes beobachtet. 

Besonders berechtigt scheint diese Frage im Hinblick auf zwei Grup- 
pen von Methoden, welche die bei der Einwirkung eiweibspaltender Fer- 
mente avf Proteine zuerst auftretenden bzw. merkbaren Veriinderungen 





1) Vgl. 8S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 7, 45. 1908. 
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zur Beobachtung bringen, sich also auf die Proteolyse!) im engeren 
Sinne beziehen: Die eine Gruppe, als deren Vertreter die Mettsche 
Methode genannt sei, arbeitet im makroheterogenen System, das 
aus dem festen Substrat und der Fermentlosung besteht; der beobach- 
tete Vorgang ist die Aufldsung des Substrates im fliissigen Anteil des 
Systems. 

Die andere Gruppe setzt das Substrat schon in kolloider Loésung der 
Fermentwirkung aus, beniitzt also ein mikroheterogenes System; als 
Merkmal fiir die Fermentwirkung dient der Verlust einer fiir das un- 
gespaltene Eiweif charakteristischen Eigenschaft, wie der Hitzekoagu- 
lierbarkeit oder der Fillbarkeit durch bestimmte Reagenzien in be- 
stimmten Konzentrationen. Auch das Auftreten an irgendwelchen 
Kigenschaften erkennbarer erster Abbauprodukte wird als Kriterium 
verwendet. Hierher gehért eine Reihe der auch fiir quantitative Zwecke 
am besten ausgearbeiteten Verfahren, die alle den Zerfall des Substrates 
in seine Bausteine anzeigen. 

Wiewohl die mittels beider Arten von Methoden beobachteten Fer- 
mentwirkungen unter dem Namen der Proteolyse zusammengefabt 
werden, scheint es doch von vornherein méglich, daB sie die katalytische 
Beschleunigung zweier wesentlich voneinander verschiedener Vorgiange 
zur Anschauung bringen. Denn es ist keineswegs sicher, daB die Losung 
des koagulierten Proteins nicht anders als durch Abbau zu léslichen 
Spaltprodukten erfolgen kann; ebensogut kénnte sie durch eine ohne 
Zertrummerung des Eiweifkernes einhergehende physikalische oder 
chemische Veriinderung verursacht sein, deren Beschleunigung eine 
andere Wirkungsart des Fermentes bedeutete, als die Katalyse der hy- 
drolytischen EiweiBspaltung. Wahrscheinlich gemacht wird das Be- 
stehen zweier in diesem Sinne auseinanderzuhaltender Vorgiinge da- 
durch, daB auffallende Unterschiede beziiglich der Bedingungen fiir die 
nach der einen und nach der anderen Art untersuchte Wirkung derselben 
Fermente zutage traten?) und andererseits die Gebundenheit an wohl- 
definierte Bedingungen als Charakteristicum fiir die Einheitlichkeit einer 
Fermentwirkung gilt. 

Auch ohne niher auf diese Frage einzugehen, scheint es mir entspre- 
chend der fritheren Gegeniiberstellung angezeigt, die durch die Formart 
des Substrates unterschiedenen Methoden, welche méglicherweise ganz 
verschiedene Wirkungsweisen der proteolytischen Fermente erfassen, 
gesondert zu betrachten: 


1) Im Gegensatz zu ,,Peptolyse“. 

*) EB. Schiitz und Huppert, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 470. 1900. 
— E. Abderhalden und Steinbeck, Zeitschr. f. physiol. Chemie 68, 293. 1910. 
— E. Abderhaiden und Chauncey, ebendort 8t, 458. 1912. — J. Christiansen, 
diese Zeitschr. 47, 226. 1912. 
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1. Zum Studium der fermentativen Spaltung gelister Substrate stehen mehrere 
allgemein anwendbare Verfahren zur Verfiigung, die den bei quantitativen Unter- 
suchungen zu stellenden Forderungen weitgehend geniigen. Beziiglich der Methoden 
dieser Gruppe verweise ich auf die kritische Zusammenste!lung C. Oppenheimers'). 

2. Ungleich schwieriger ist es, unter den vorhandenen Methoden, welche die 
Lésung fester Substrate zum Gegenstand der Beobachtung haben, eine zu finden, 
die bei hoher Empfindlichkeit den beobachteten Effekt innerhalb enger Fehler- 
grenzen zu messen gestattete und dabei nicht an die Verwendung eines bestimmten 
Substrates gebunden wire. Es hingt dies u. a. damit zusammen, dab die Beniitzung 
eines makroheterogenen Systems schwer zu vermeidende Fehlerquellen mit sich 
bringt, von denen man beim Arbeiten im mikroheterogenen oder im homogenen 
System verschont bleibt. Eine erschépfende Aufzihlung der hierher gehérigen 
Verfahren mit ihren zahlreichen Modifikationen wiirde zu weit fiihren; es mag 
daher eine Kennzeichnung der Haupttypen?) geniigen’*): 

a) Man bringt eine bestimmte Substratmenge in die Fermentlésung und miB8t 
die zur vollstandigen Auflésung des Substrates nétige Zeit. 

Diese Methode ist zuerst von 2. Briicke*) verwendet worden, der Fibrinflocken 
oder -scheibchen von hartgekochtem HiihnereiweiB als Substrat beniitzte. 

b) Es werden bekannte Substratmengen der Fermentwirkung ausgesetzt 
und nach einer bestimmten Zeit wird nachgesehen, wieviel vom Substrat iibrig- 
geblieben ist. 

Dies kann in verschiedener Weise geschehen, z. B. bei der urspriinglich von 
Bidder und Schmidt*®) angegebenen und dann von Ebstein und Griitzner®) modifi- 
zierten Methode so, daB der Trockenriickstand von gleichen Anfangsmengen 
hartgekochten HiihnereiweiBes bestimmt wird, von denen die eine der Einwirkung 
des Fermentes ausgesetzt war. Vernon’) verwendet eine Aufschwemmung fein- 
gehackten Fibrins, dessen Volumen er am Anfang und Ende des Versuches durch 
Zentrifugieren in graduierten GefiBen bestimmt. Bei der bekannten Mettschen 
Methode®) wird in Glasréhrchen eingesaugtes Hiihnereiklar durch Erhitzen zum 
Koagulieren gebracht; diese Réhrchen werden in die Fermentiésung eingelegt 
und man kann die Auflésung des Substrates an der Langenabnahme des Eiweib- 
zylinders direkt ablesen. 

c) Wie oben werden bekannte Substratmengen der Fermentwirkung aus- 
gesetzt, aber man mift direkt oder indirekt die in einer bestimmten Zeit entstandene 
Menge léslicher Stoffe. 


1) C. Oppenheimer, Die Fermente und thre Wirkungen. 4. Aufl., Bd. I, 8. 374 ff. 
Leipzig 1913. 

*) Als das Typische ist hier lediglich die Art, wie die GréBe des Loésungs- 
effektes gemessen wird, betrachtet. Dieser Einteilungsgrund l4Bt natiirlich jene 
Verschiedenheiten in der Versuchsanordnung unberiicksichtigt, welche die ver- 
gleichsweise Messung der Wirkungsstarke von Fermentlésungen betreffen, die nur 
an der katalytischen Beschleunigung des untersuchten Vorganges oder einer dieser 
proportionalen GréBe erfolgen kann; ebenso unberiicksichtigt bleiben die ver- 
schiedenen Arten des RiickschlieBens auf die relativen Fermentkonzentrationen 
bzw. auf die Konzentrationen des Tragers der Fermentwirkung. 

3) Literatur bei Oppenheimer, a. a. O. 

4) E. Briicke, Beitr. z. Lehre v. d. Verdauung. Wiener Akad. 37, 131. 1859. 

5) Bidder u. Schmidt, Verdauungssafte und Stoffwechsel. Leipzig u. Mitau 1852. 

*) Ebstein und Griitzner, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 6, 1. 1872. 

7) Vernon, Journ. of physiol. 26, 405. 1901. 

8) Mett, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1894, 8. 68. Ausfiihrliche Literatur tiber 
Modifikationen bei J. Christiansen, diese Zeitschr. 46, 257. 1912. 
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Bei dem von Griinhagen') angegebenen Verfahren geschah dies zuerst einfach 
so, daB gleiche Volumina gequollenen Fibrins mit gleichen Mengen der Ferment- 
lésung auf einem Filter digeriert wurden und man die in gleichen Zeiten durch das 
Filter gehenden Mengen gelésten Fibrins verglich. Griiizner?) hat diese Methode 
dahin modifiziert, daB er das Fibrin fairbt und die bei der Lésung des Fibrins 
freigewordene Farbstoffmenge colorimetrisch auswertet. 

AnschlieBend waren noch Verfahren zu nennen, die eine Mittelstellung zwischen 
den mit festen und den mit kolloid gelésten Substraten arbeitenden einnehmen, 
indem sie die Aufhellung einer grobdispersen Zerteilung des Substrates als Kriterium 
fiir die Fermentwirkung beniitzten. 

Von dieser Art ist die Methode von Jacoby*), bei der dic unter der Einwirkung 
des Fermentes eintretende Aufhellung einer triiben Ricinlésung beobachtet wird. 
Hata‘) verwendet in ahnlicher Weise eine auf 60° erhitzte EiweiBsuspension. 

Die hier nur in einigen typischen Beispielen angefiihrten Verfahren sind zwar 
in ihren zahlreichen Ausarbeitungen in der einen oder der anderen Richtung ver- 
vollkommnet worden, aber die Eigenschaften: Hohe Empfindlichkeit, enge Febler- 
grenze und Anwendbarkeit auf beliebige von proteolytischen Fermenten angreif- 
bare feste Substrate finden sich bei keiner vereinigt. Wenn auch einzelne Unter- 
suchungsarten die beiden erstgenannten Eigenschaften besitzen, so sind sie doch 
beziiglich der Wahl der Substrate auf einen engen Willkiirbereich beschrankt, 
so daB sie wohl geeignet sind, die Wirkung verschiedener Fermente auf gewisse 
vorgegebene, nicht aber auch auf verschiedene Substrate zu untersuchen. Die dritte 
Kigenschaft haben andererseits bestimmte, auch mit makroheterogenen Systemen 
arbeitende Verfahren, die fiir den besonderen Zweck des Nachweises der ,,Abwehr- 
fermente“ im Blutserum ausgearbeitet sind, wobei das Hauptgewicht auf groBe 
impfindlichkeit gelegt werden muBte; besonders gilt dies von der ,,interfero- 
metrischen Methode von P. Hirsch®) und der von F. Pregl und M. de Crinis*) 
angegebenen ,,Mikro-Abderhalden-Reaktion“. 

Es sind Verfahren vom Typus c), denn die Beobachtung ist weder auf das 
verschwindende, noch auf das an Menge abnehmende Substrat gerichtet, sondern 
auf die unter der Einwirkung des Fermentes entstehenden léslichen Stoffe. Und 
zwar beniitzen beide Methoden die Anderung des Brechungsquotienten der fliissigen 
Phase des Reaktionssystems als Zeichen fiir deren Konzentrationszunahme, die 
unmittelbar bedingt ist von der nur bei Gegenwart des Fermentes erfolgenden 
Lésung des festen Substrates. 


Aus AnlaB von Versuchen iiber Proteolyse und deren Beeinflussung, die auBer- 
halb des Rahmens dieser Mitteilung liegen, habe ich die letztgenannte Methode, 
die von ihren Autoren als Indicatormethode fiir den Nachweis von Abwehrfermen- 
ten angegeben wird, zu Untersuchungen iiber andere Fermente beniitzt und hierbei 
besonders die quantitativen Verhaltnisse beriicksichtigt, da es mir fiir meine 
Zwecke darauf ankam, dai die Methode nicht nur eine stattgehabte Ferment wirkung 
mit bekannter EmpfindJichkeit anzeige, sondern auch quantitative Schliisse auf 
den beobachteten Effekt ermégliche. Das nach dieser Richtung hin ausgestaltete 
Verfahren sei im folgenden beschrieben, da es in der iiber seine urspriingliche Be- 


1) A. Griinhagen, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 5, 203. 1872. 

2) P. Griitzner, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 8,452. 1874 und 106, 463. 1905. 

3) M. Jacoby, diese Zeitschr. 1. 53. 1906 und 10, 229. 1908. 

4) S. Hata, diese Zeitschr. 23, 179. 1909. 

5) P. Hirsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 91, 440. 1914, vgl. P. Hirsch und 
F. Léwe, Fermentforschung 3, 311. 1920. 

6) F. Pregl und M. de Crinis, Fermentforschung %, 58. 1917. 
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stimmung hinausgehenden Erweiterung zur quantitativen Untersuchung der fermen- 
tativen Auflésung koagulierter Proteine im allgemeinen anwendbar ist; auBerdem 
sol] die Beschreibung und Diskussion der Fehlerquellen als methodische Unterlage 
dienen fiir spater mitzuteilende Anwendungen in noch nicht abgeschlossenen Ver- 
suchen. Die Angaben dieser Mitteilung betreffen vor allem die Untersuchung 
wisseriger Fermentlésungen; im Hinblick auf die Serumfermente beziehe ich aber 
auch die beim Arbeiten mit Serum eintretenden methodischen Besonderheiten 
mit ein. 

Ich ging aus von der Originalvorschrift, die Pregl und de Crinis fiir den 
mikroanalytischen Nachweis von Abwehrfermenten geben. Sie lautet: 

»Wir geben in ein kleines Glischen mit einem Durchmesser von 4—6 mm 
und einer Lange von 30—40 mm (sehr gut eignen sich dazu die leer gewordenen 
Stoffbehalter mit sehr gut passendem Gummistopfen, in denen 0,1 g Ninhydrin 
in Handel gebracht wird) nach dem Augenma8 mit der Messerspitze eine kleine 
Menge, etwa 0,01 g des betreffenden Trockenorganes'), fiillen das Glischen mit 
kochender 0,86 proz. Chlornatriumlésung an und lassen es dann etwa eine Stunde 
stehen. Durch die kochende Kochsalzlésung werden auch Keime getétet, die den 
Versuch stéren kénnten. Ein spiterer Zusatz von Thymol, welches im Serum 
praktisch unléslich ist, stért die optische Bestimmung nicht, sobald man es nicht 
in gepulvertem Zustande, sondern in Form eines Krystillchens anwendet. Die 
iiber dem nun vollstandig gequollenem Organprotein stehende Kochsalzlésung 
wird mit einer feinen Pipette und schlieBlich mit einer Glascapillare méglichst voll- 
standig abgesaugt. Nun la6t man 3—4 Tropfen (!) Serum aus einer frisch gezogenen 
Capillare in das Glaschen einflieBen, verschlieBt es luftdicht mit einem Gummi- 
stépsel und schwenkt gut um, damit sich die allenthalben noch anhaftenden geringen 
Reste der Kochsalzlésung mit dem zugesetzten Serum innig mengen. Nach 5—10 Mi- 
nuten zentrifugiert man und entnimmt daraus mit einer neuen Capillare ein Trépf- 
chen, bringt es auf das Hilfsprisma (des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers, 
das die Autoren beniitzen) und bestimmt den Brechungsindex. Nach 24stiindigem 
Stehenlassen bei Zimmertemperatur — die Anwendung des Brutschrankes ist 
durchaus nicht erforderlich — erfolgt die zweite Bestimmung wieder nach Anwen- 
dung der Handzentrifuge, um dem Glaschen einen klaren Tropfen leicht entnehmen 
zu kénnen.‘‘ 

Die Untersuchung der Anwendbarkeit dieses Verfahrens zum quantitativen 
Studium der fermentativen Lésung fester Substrate muBte auf folgende Hauptfragen 
gerichtet sein: 

I. Wie genau ist der zur Beobachtung kommende Ejfekt definiert ? 

II. Welche Wirkungsweise des Fermentes erfaBt die Methode? Im Besonderen: 
Ist die Anderung des Brechungsindex nur eine Funktion der in Lésung gegangenen 
Menge oder ist sie auBerdem noch abhangig vom weiteren Abbau des schon gelésten 
Substrates ? 

III. Was fiir eine Funktion der gelésten Substratmenge ist die Zunahme des 
Brechungsindex ? 

IV. Inwieweit lassen sich Aussagen iiber die Fermentkonzentration machen ? 

Die auf diese Fragen gerichteten Versuche muBten mit Jeicht immer wieder 
herstellbaren Anfangsbedingungen angestellt werden, weshalb es notwendig war, 
die Fermentlésung aus einem haltbaren Trockenpraparat zu bereiten. Als solches 
verwendete ich ein sehr wirksames Trypsinpraparat der Firma Merck (Darmstadt) 
vom Jahre 1913, dessen Wirksamkeit sich in den letzten 2 Jahren nicht merklich 
geindert hat. Die Wahl von Trypsin als Ferment geschah aus dem Grunde, weil 


1) Uber die Preglsche Herstellungsart der Substrate siehe F. Pregl, Ferment- 
forschung 1, 7. 1914. 


Nm 
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es neben der ,,proteolytischen“ auch eine ,,peptolytische*‘ Komponente?) besitzt 
und daher besonders geeignet war zur Entscheidung der Frage, ob der weitere Abbau 
des schon gelésten Substrates in unserem Versuchsbereich einen merkbaren EinfluB 
auf den Brechungsquotienten der Lésung habe. Als Substrate nahm ich verschie- 
dene nach den Preglschen Angaben bereitete Trockenorganproteine, sowie in 
ahnlicher Weise?) hergestellte Trockenproteine aus Seren und aus HiihnereiweiB. 


I. Wie genau ist der zur Beobachtung kommende Effekt definiert ? 


Zur Beantwortung dieser Frage muBte untersucht werden, innerhalb welcher 
Fehlergrenzen die Methode unter gleichen Umstianden gleiche Ausschlige gibt. 
Erst auf Grund der Kenntnis der Fehlergrenzen konnten bestimmte Aussagen iiber 
die quantitative Zuverlassigkeit und die Empfindlichkeit der Methode sowie 
iiber die Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse gemacht werden. 

Die Vorversuche, die nach der Originalvorschrift der Autoren mit dem ein- 
zigen Unterschied ausgefiihrt wurden, da8 an Stelle eines zu untersuchenden 
Serums die Fermentlésung getreten war, ergaben zwar eindeutige Resultate, aber 
einen sehr weiten Schwankungsbereich der Ausschlage. Anderes war auch nicht 
zu verlangen, da ja die urspriingliche Methode nur fiir den qualitativen Nachweis 
von Abwehrfermenten ausgearbeitet worden war. Um zu erfahren, durch welche 
Modifikationen sich — ohne wesentliche Beeintrichtigung der Empfindlichkeit — 
eine Einengung der Fehlergrenze erzielen lassen kénnte, suchte ich zunichst 
méglichst alle Fehlerquellen ihrer GréBenordnung nach festzustellen; dann konnte 
entschieden werden, welche von ihnen man vernachlissigen kénne und welche 
beriicksichtigt werden miissen, wenn man unter gleichen Umstianden in méglichst 
engen Grenzen gleiche Ausschlige erhalten will. 

Der Gesamtfehler einer Untersuchung setzt sich zusammen: 

Ia. Aus den Fehlern, mit denen die Bestimmung der Brechungsindices be- 
haftet sind, und 

Ib. dem Fehler des Fermentversuches selbst. 

Es sei daher zuniachst die Bestimmung des Brechungsindex und hierauf der 
Fermentversuch nebst den betreffenden Fehlerquellen behandelt. 


Ia. Die Bestimmung des Brechungsindex. 


Das konstante Verhiltnis, in dem beim Ubergang eines Lichtstrahles aus 
einem lichtdurchlassigen Kérper in einen anderen der Sinus des Einfalls- zum Sinus 
des Brechungswinkels*) steht, bezeichnet man als das Brechungsverhiltnis des 
zweiten Mediums gegen das erste. Man ist iibereingekommen, sich als erstes Medium 
immer das Vakuum (oder in Anniherung an dieses Luft) zu denken und spricht 
dann vom Brechungsexponenten oder Brechungsindex eines Kérpers schlechthin. 
AuBer von der Beschaffenheit des betreffenden Kérpers ist der Brechungsexponent 
noch von der Temperatur abhaingig und nur fiir Licht einer bestimmten Wellen- 
linge definiert. Kurz wird er auch mit dem Symbol ,,n‘“‘ bezeichnet, dem man 
den Buchstaben der Fraunhofer schen Linie, fiir deren Wellenlinge die Angabe gilt, 
als Index beifiigt (,,.np‘‘ heiBt: Brechungsindex fiir Licht von der Wellenlinge der 
Natriumlinie D, das ist 589 ~). Zur Bestimmung des Brechungsindex von Fliissig- 


1) Womit nur das vereinigte Vorkommen dieser beiden Fermentwirkungen 
gemeint ist, ganz abgesehen von der Frage, ob das ,,Trypsin“ als einheitliches 
Ferment oder als Fermentgemisch aufgefaBt werden muB. 

*) Siehe 8. 434, Anm. 2. 

8) Die Winkel von dem in jedem Medium auf d’e Trennungsflache gefillten 
Lot gegen den Lichtstrah] hin gemessen. 
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keiten gibt es eine gréBere Anzah] von Apparaten; die fiir biologische Unter- 
suchungen angewendeten sind von Biehringer') zusammenfassend beschrieben 
worden. 

A. Beschreibung der von mir benutzten Apparatur. 


1. Das Eintauchrefraktometer. 


Wie Pregl und de Crinis bediente ich mich des Pulfrichschen Eintauch- 
refraktometers*) unter Anwendung des Hilfsprismas mit dem von Pregl*) an- 
gegebenen kleineren Ausschliff, der die ny)-Bestimmung in einem Minimum von 
Fliissigkeit auszufiihren gestattet. Beziiglich der Beschreibung des Eintauch- 
refraktometers verweise ich auf Biehringer*). 

Die beiden von mir zu allen folgenden Versuchen gebrauchten Instrumente 
(Nr. 13 807 und Nr. 13 808 der Firma C. ZeiB) waren mit der bei neueren Modellen 
iiblichen Blendvorrichtung versehen. Sie besteht aus einem am Okularende an- 
gebrachten Ring, der eine Spaltblende tragt, deren beide parallel zur Grenzlinie 
einstellbaren Kulissen jede fiir sich verschiebbar sind; dadurch ist es méglich, 
dem Spalt nicht nur verschiedene Breite, sondern auch verschiedene Exzentrizitat 
zu geben. Mit einer eigenen Lupe kann man wahrend des Einstellens der Blende 
das vom Okular entworfene Bild des zwischen den Prismen befindJichen Fliissig- 
keitstropfens beobachten. Die Vorrichtung dient zur Abblendung jener die Deut- 
lichkeit der Grenzlinie beeintrachtigenden Strahlen, die nicht an ihrer Erzeugung 
teilInehmen und die in um so gréBerer Zahl das Auge des Beobachters treffen, 
je kleiner der untersuchte Fliissigkeitstropfen ist. 

Beide Instrumente hatten einer Nachjustierung bedurft, da die bei destilliertem 
Wasser gefundenen np-Werte etwas vom Sollwert abwichen; es wurde aber auf 
eine solche verzichtet, weil es sich ja bei allen folgenden Untersuchungen lediglich 
um np-Differenzen und die Vergleichbarkeit der Resultate handelte. 


2. Die Beleuchtung. 


Als Lichtquelle diente eine 100 kerzige Osramlampe, die so aufgestellt war, 
daB die Entfernung der Ebene des Gliihringes vom Beleuchtungsspiegel etwa 
35cm betrug. Die Lampe wurde mit einem entsprechenden Schirm versehen 
und am Refraktometer selbst brachte ich einen Pappdeckel, der nur einen Aus- 
schnitt fiir das Okularende hatte, so an, daB das Auge des Beobachters gegen das 
direkte, wie auch gegen das von der Wasseroberfliche des Temperierbades reflek- 
tierte Licht der Lampe geschiitzt war. 


3. Die Temperiereinrichtung. 


Wegen der Abhangigkeit des np von der Temperatur miissen die Bestimmungen, 
um vergleichbar zu sein, bei gleicher Temperatur erfolgen, und zwar ist es iiblich, 
sie bei +17,50° vorzunehmen. Das Instrument wird daher mit seinem die Prismen 
enthaltenden Teil in ein Wasserbad von der gewiinschten Temperatur getaucht. 





1) Siehe J. Biehringer, Optische Untersuchungsmethoden in Abderhaldens 
Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. I, 567ff. 1910. Das von Biehringer 
noch nicht behandelte Interferometer findet man beschrieben bei P. Hirsch, 
Die interferometrische Methode usw. Ebendort Bd. VIII, 8. 561. 1915. 

2) C. Pulfrich, Zeitschr. f. angew. Chemie, 1899. 

%) a. a. O., 

*) a. a. O. (als Temperierbad wurde nicht der dort beschriebene Trog, sondern 
der Topf von der ZeiB schen TemperiereinrichtungC, MeB 165 mit dem dazugehérigen 
Spiegelhalter beniitzt, wie dies auch Pregl und de Crinis tun). 
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Als GefaB fiir das Temperierbad beniitzte ich den dem Instrument beigegebenen 
Topf von ca. 10 Liter Inhalt, der mit den beim Ostwaldschen Thermostaten ge- 
briuchlichen Einrichtungen zur automatischen Temperaturregulierung versehen 
wurde ; diese gewahrt im Vergleich mit dem (von der Firma ZeiB u. a. empfohlenen) 
Verfahren, die Temperatur durch ZugieBen von kaltem oder warmem Wasser zu 
regeln, neben der gréBeren Sicherheit auch eine bedeutende Arbeitsersparnis. 

Im einzelnen geschah die Temperaturregulierung wie folgt: Die Durchleitung 
eines konstanten Kaltwasserstromes durch das auBerdem gegen direkte Sonnen- 
bestrahlung geschiitzte Temperierbad sorgte zuniichst dafiir, daB die Temperatur 
des Bades unter die gewiinschte Temperatur auch dann sank, wenn die des Zimmers 
héher war. Die Heizvorrichtung bestand aus einem kleinen Gasbrenner mit einem 
Toluolregulator von ca. 150 cem Inhalt. Ein Fliigelradriihrer besorgte die Durch- 
mischung des Bades. 

Auf diese Weise konnte die Temperatur innerhalb eines Schwankungsbereiches 
von héchstens +0,1° miihelos konstant erhalten werden. AuBerdem erfolgten 
die Schwankungen mit einer Periode von etwa 2—3 Minuten um die gewiinschte 
Temperatur als Mittelwert, wihrend die Prismen nur recht langsam (siehe spater) 
die Temperatur ihrer Umgebung annehmen, so daB sie an diesen relativ raschen 
Schwankungen des Bades kaum merklich teilnehmen diirften. 


B. Ausfithrung der Bestimmung. 


Nach sorgfiltiger Reinigung der Glasteile des Instrumentes durch Abspiilen 
mit destilliertem Wasser und vorsichtigem Abtrocknen mit einem Leinwandlappen 
wird ein Tropfen der zu untersuchenden Fliissigkeit mittels einer Capillarpipette 
auf den Ausschliff des Hilfsprismas gebracht, dieses in die iiber das Hauptprisma 
gestiilpte Metallhiilse so eingeschoben, daB die Hypotenusenflichen der beiden 
Prismen aufeinanderzuliegen kommen, und dann wird das Bodenstiick der Metall- 
hiilse aufgesetzt. Das so beschickte Instrument hingt man in das auch den Be- 
leuchtungsspiegel tragende Gestell und stellt nun Spiegel, Blende und Kompen- 
sator so ein, daB das Bild kontrastreich, die Grenzlinie farblos und scharf wird. 
Dann mu8 man warten, bis die Prismen und mit ihnen das Beschickungsmaterial 
die Temperatur des Bades angenommen haben, was man daran. erkennt, dab 
mehrere in Zwischenriumen aufeinanderfolgende Ablesungen keinen Gang mehr 
zeigen. Hierauf kann die endgiiltige Ablesung erfolgen. 

Es seien nun die bei der np-Bestimmung in Betracht kommenden Umstinde 
einzeln besprochen und die zur Ermittlung ihres Einflusses auf die Genauigkeit 
des Resultates unternommenen Versuche zusammengestellt: 

1. Die zu einer Bestimmung nétige Flissigkeitsmenge ist eine sehr geringe. 
Ich habe npy-Bestimmungen noch mit 0,02 cem ausgefiihrt, ohne daB dadurch die 
Scharfe der Grenzlinie beeintrichtigt worden wire. Im allgemeinen entnehme ich 
mit einer Mikropipette der zu untersuchenden Flissigkeit 0,05 cem, wovon etwa 
0,04 ccom auf das Hilfsprisma gelangen. 

2. Beim Zusammensetzen des Instrumentes kommt es darauf an, da das Hilfs- 
prisma wirklich fest am Hauptprisma liegen bleibt; der kleine am Hilfsprisma 
angebrachte Stoppel, der dazu dient, es in seiner Stellung festzuhalten, muB daher 
éfters erneuert werden, weil er, durch wiederholten Gebrauch zusammengequetscht, 
seinen Zweck nicht mehr erfiillt. 

3. Die Hinstellung des Kompensators soll so geschehen, da die Grenzlinie 
farblos und scharf erscheint: Dann entspricht der gefundene Wert dem Brechungs- 
index fiir Licht der Natriumlinie D. 

Wenn man in das beschickte Instrument hineinschaut und dabei den Kompen- 
sator etwas um seine Mittellage hin und her dreht, so sieht man, wie sich die Grenz - 
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linie in dem MaB, wie sie rétlich oder blaulich wird, nach der einen bzw. nach det 
anderen Seite verschiebt, was damit zusammenhangt, daB das eine Mal schwiicher, 
das andere Mal stiarker brechbares Licht am Zustandekommen der Grenzlime 
mitbeteiligt ist. Beim Einstellen des Kompensators auf Farblosigkeit bemerkt man, 
daB es ein, wenn auch kleines, aber merkliches Bereich gibt, innerhalb dessen e1 
verschoben werden kann, wihrend die Grenzlinie noch farblos bleibt, ihre Lage 
sich aber zu andern scheint. Der folgende Versuch sollte feststellen, ob dies etwa 
auf das MeBergebnis von EinfluB sein kénne. 

Versuch: np-Bestimmung von gewohnlichem destillierten Wasser bei + 17,5 
+0,01° C unter sonst gleichen Umstiinden, aber verschiedenen Kompensator- 
stellungen. Die 4 Ablesungsreihen sind bei einer Beschickung des Refraktometers 
und unmittelbar nacheinander gemacht. 


Tabelle J. 





G deutlich bl = deutlich 
rrenziinie bliulich farblos farblos rétlich 
Kompensator- 

ys ge 4,8 5 52 5b 


stellung *) 














1 15,16 15,18 15,15 

] 15,18 15,19 15,16 

] 15,17 15,17 15,14 

] 15,18 15,18 15,16 

Ablesungen in 15,2: 15,18 15,16 15,15 
Skalenteilen 15,21 15,18 15,18 15,15 
15,22 15,17 15,18 15,16 

15,24 15,17 15,18 15,17 

15,23 15,18 15,19 15,16 

15,23 15.18 15,18 15.16 

Le) 15,23 15,17 15,18 15,16 
er See ees 1,33329 | 1,33326 ; 1,33327 | 1,33326 


*) In Teilstrichen der Kompensatorskala angegeben; Zehntel geschitzt. 


Man sieht, daB Unterschiede in der Kompensatorstellung, selbst beim Uber- 
schreiten des beim Einstellen auf Farblosigkeit der Grenzlinie leicht einzuhaltenden 
Bereiches, den gefundenen np-Wert kaum merklich beeinflussen; solange die 
Grenzlinie farblos ist, stimmen die gefundenen Brechungsindices bis auf den Fehler 
der Bestimmung?) iiberein (Spalte 2 und 3 der Tabelle 1). Uberdies erfolgt die Neu- 
einstellung des Kompensators bei einiger Ubung mit groBer Genauigkeit immer 
wieder zur gleichen Lage: So wichen z. B. die 12 Einstellungen im Versuch 8. 427, 
Tabelle V (also auch bei verschiedenen Spiegel- und Blendenstellungen), an der 
Kompensatorskala kontrolliert, nicht merklich voneinander ab. Es ist also kein 
EinfluB des Neueinstellens auf das MeBresultat zu erwarten und in Ubereinstim- 
mung damit zeigen im Versuch 8. 427, Tabelle V, die bei unverainderter Kompen- 
satorstellung gemachten np-Bestimmungen I/,—V/, keine engere Fehlergrenze als 
die Bestimmungen V/, bis X/,, bei denen der Kompensator jedesmal neu eingestellt 
worden war. 

4. Die Stellung des Spiegels und der Blende wihlt man zweckmabig so, daB 
das Bild kontrastreich wird, ohne daB man dabei die Helligkeit der erleuchteten 
Gesichtsfeldhalfte als blendend empfindet; dies laBt sich bei verschiedenen Spiegel- 


1) Siehe bei den Fehlergrenzenversuchen 8, 428. 
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und Blendenstellungen erreichen. Bei Untersuchung von Fliissigkeiten wie Wasser 
physiologischer Kochsalzlésung, wisserigen Fermentlésungen geringer Konzen- 
tration usw., bei denen man (richtig¢ Einstellung des Kompensators vorausgesetzt) 
von vornherein eine scharfe Grenzlinie bekommt, ist die Spiegel- und Blenden- 
stellung in weiten Grenzen ohne Einflu8 auf die scheinbare Lage der Grenzlinie; 
man kann dies im Versuch 8. 427, Tabelle V, daran erkennen, daB die np-Bestim- 
mungen IV/, bis X/,, die bei absichtlich verschiedenen Spiegel- und Blenden- 
stellungen erfolgten, nicht weniger gut iibereinstimmen, wie die bei unverianderter 
Stellung gemachten Bestimmungen 1/, bis IV/,;. 

Man braucht daher nur auf Herstellung eines optimalen Verhaltnisses zwischen 
Helligkeitsunterschied der Bildhalften und Gesamthelligkeit zu achten. 

Anders beim Serum!): 

Bei der Untersuchung von unverdiinntem oder nur wenig verdiinntem Serum 
zelingt es u. U. nur schwer, eine scharfe Abgrenzung zwischen hellem und dunklem 
Feld zu erhalten. Ofters erscheint die Grenze auch nach dem Einstellen des Kom- 
pensators nur bei ganz bestimmten Spiegelstellungen halbwegs deutlich und auch 
dann nur als eine mehrere Zehntel-Skalenteile breite Ubergangszone, nicht als 
scharfe, unstetige Grenze zwischen Hell und Dunkel, wie es fiir eine brauchbare 
Ablesung erforderlich wire. 

Nimmt man nun die Blende zu Hilfe, so bringt man wohl meist eine scharfe 
Grenzlinie zustande, aber man bemerkt bei wiederholter Neueinstellung der Blende, 
daB die Grenzlinie nicht immer wieder genau an derselben Stelle auftritt, sondern 
ihre Lage mit der Blendenstellung innerhalb der obenerwaihnten Zone andert. 
Da andererseits das Andern der Spiegelstellung bei einmal eingestellter Blende 
neuerliches Unscharfwerden der Grenze zur Folge hat, wird man auch zu einer 
entsprechenden Neueinstellung der Blende gezwungen. Wieviel die damit ver- 
bundene Verschiebung der Grenzlinie bei der np- Bestimmung eines Serums aus- 
machen kann, zeigt das folgende Beispiel: ee 

Versuch: np- Bestimmung von Serum (Mensch) bei +-17,5 + 0,03°C unter sonst 
gleichen Umstinden aber verschiedener Spiegel- und Blendenstellung. Die Be- 
stimmungen sind bei einer Beschickung und unmittelbar nacheinander gemacht. 
Die angegebenen Skalenteile sind Mittelwerte aus je 10 Ablesungen. 


Tabelle I I. 





Skalen- | 


Spi i} lende | n 
Spiegel B Teile D 


Spiegel eingestellt | ohne Blende | 59. (4)*) -1,347(39) 
bleibt eingestellt | Biende eingestellt | 52,57 | 1,84745 


= ‘i neu ‘ | 52, ‘98 1,384734 

neu és | bleibt “5 52,(3)*) | 1,347(35) 
bleibt : neu a | 52,55 | 1,34744 
neu ‘i bs ‘ 52, ‘82 |-1;34754 
a z oe . 52,32 | 1,34736 


*) Grenze unscharf; Skalenteite daher schon in der ersten, np in der vierten 
Dezimale unsicher. 

In dem angefiihrten Beispiel weichen die einzelnen Werte bis zu 20 Einheiten 
der 5. Dezimale des np voneinander ab; man hatte also im Fermentversuch mit 
einem solchen Serum bereits bei der np-Bestimmung mit einem Fehler dieser 
GréBenordnung zu rechnen. 


1) Bezieht sich auf Menschen-, Kaninchen- und Meerschweinchensera; tiber 
andere habe ich keine Erfahrung. 
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Es liegt nahe, diesem Ubelstand, der iibrigens keineswegs bei jedem Serum 
und auch nicht immer in dem MaBe auftritt, woméglich cadurch zu vermeiden, 
daB man beim Serum die Bestimmungen von Brechungsindices, die verglichen 
werden sollen, bei gleicher Spiegel- und Blendenstellung macht. Tatsichlich stim- 
men bei gleicher Spiegel- und Blendenstellung ausgefiihrte Messungen sehr gut 
iiberein, auch wenn die bei verschiedenen Stellungen bestimmten Brechungs- 
indices desselben Serums groBe Abweichungen erkennen lassen (vgl. bei Versuch 
8. 431, Tabelle LX). Ich vergleiche daher beim Arbeiten mit Serum grundsatzlich nur 
Brechungsindices, die bei gleicher Spiegel- und Blendenstellung gemessen sind. Da 
das Eintauchrefraktometer keine Vorrichtung besitzt, um die Stellung des Spiegels 
und der Blende kenntlich zu machen und wieder herstellen zu kénnen, bleibt nichts 
anderes iibrig als die Spiegel- und Blendenstellung der ersten np-Bestimmung 
bis zur zweiten ungeindert zu lassen, was meist den Nachteil hat, daB man mit 
einem Instrument verschiedene Seren nicht alternierend untersuchen kann. 

5. Das Ablesen: Die Regel lautet, daB man die Grenzlinie durch Drehen der 
rechts vom Okular angebrachten Mikrometerschraube mit dem niachstniederen 
Teilstrich der im Gesichtsfeld liegenden Hauptskala zur Koinzidenz zu bringen 
habe. Dann liest man an der Hauptskala die ganzen, an der Mikrometertrommel 
die Zehntelskalenteile ab; die Hundertel kénnen geschitzt werden. Eine dem 
Instrument beigegebene Tabelle dient zur direkten Umrechnung der gefundenen 
Skalenwerte in Brechungsindices. 

Das Kriterium kann aber noch scharfer gefaBt werden, denn es zeigt sich, daB 
es ein nicht unbedeutendes Intervall gibt, innerhalb dessen man vom Zusammen- 
fallen der Grenzlinie mit einem Teilstrich der Skala sprechen kann. Dies kommt 
daher, weil die Grenzlinie, wenn sie scharf ist, als Grenze zwischen hellem 
und dunklem Feld eine Linie im strengen Sinne darstellt, wihrend die Teil- 
striche der Skala Streifen von merklicher Breite sind. Legt man die Grenzlinie 
an dem betreffenden Teilstrich einmal so an, da8 der Teilstrich mit seiner ganzen 
Breite im hellen Feld bleibt, das andere Mal so, daB er im dunklen Feld eben ver- 
schwindet, so ergibt sich zwischen den diesen beiden Einstellungen entsprechenden 
Ablesungen eine Differenz von 2 Teilen der Mikrometertrommel = 0,2 Skalen- 
teilen; dies entspricht einer np-Differenz von 0,00007—0,00008, wobei die erste 
Einstellung den kleineren Wert liefert. Richtig wire es daher, so vorzugehen, 
daB man eine bestimmte Anzahl von Ablesungen bei der einen, ebensoviele bei 
der anderen Stellung macht und als endgiiltigen Wert das arithmetische Mittel 
nimmt. Wiederholte Messungen in verschiedenen Bereichen der Skala haben 
ergeben, daB die von mir benutzten Instrumente iiberall die gleiche Strichdicke 
hatten, die stets einer Differenz von 0,2 Skalenteilen entsprach. Da es bequemer 
ist, mit der Einstellungsart nicht abzuwechseln und sich iiberdies herausstellte, 
da8B die erste Art besser iibereinstimmende Werte ergibt, verfahre ich wie folgt: 

Ich stelle auf das Verschwinden der Helligkeit zwischen Skalenteilstrich und 
dunkler Hialfte des Gesichtsfeldes ein, so daB also der Teilstrich selbst im hellen 
Felde bleibt. Nun werden die ganzen und Zehntelteilstriche abgelesen, die 
Hundertel geschatzt und die so gewonnene Zahl um 0,1 Skalenteil vermehrt, 
was in Anbetracht der doppelt so groBen Strichdicke einen Wert ergibt, der 
einer Einstellung auf die Mitte des Skalenteilstriches entspricht!). Zur Berech- 
nung des np beniitze ich dann das arithmetische Mittel,aus mindestens 10 
solchen Ablesungen. 


1) Nur in einem Sonderfall gehe ich von dieser Einstellungsart ab: Wenn die 
Grenzlinie nur um etwa 0,1 Skalenteil von einem Teilstrich der Hauptskala abliegt, 
so kann man den Versuch machen, sie einmal — wie vorgeschrieben — an den 
nachstniederen, dann aber auch an den nachsthéheren Skalenteilstrich anzulegen ; 
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Durch diese Eliminierung des durch die Strichdicke der Hauptskala verursach- 
ten Fehlers laBt sich die Genauigkeit der Ablesung so steigern, da die einzelnen 
Werte einer Ablesungsreihe bis auf wenige der geschatzten Hundertel iiberein- 
stimmen*), wahrend man die Fehlergrenze der Ablesung sonst haufig bis + 0,1 Ska- 
lenteil angegeben findet; dies entspricht genau dem durch Vernachlassigung der 
Strichdicke bedingten Fehler. 

6. HinfluB der Temperatur auf die ny- Bestimmung: Fiir die hier in Betracht 
kommenden Fliissigkeiten und Temperaturen nehmen die abgelesenen Skalenteile 
und damit die aus ihnen berechneten np-Werte mit steigender Temperatur ab. 
Die GréBenordnung dieses Temperatureinflusses im Bereich + 17,5 +0,5° C ist aus 
Tabelle III ersichtlich. 

Ein Schwanken der Temperatur um +0,5° C bewirkt also im Bereich von 
17,5° C bei destilliertem Wasser eine Anderung von +4, bei Serum eine solche von 
+ 2 Einheiten der 5. Dezimale des np; es entsprichen somit Temperaturschwan- 
kungen von +0,1°C np-Anderungen von +-0,000008 bzw. von +-0,000005, Betrage, 
die in beiden Fallen den mittleren und auch den wahrscheinlichen Fehler*) der 
Bestimmung unterschreiten. Da, wie 8. 420 erwahnt, die Schwankungen des Tem- 
perierbades selbst im ungiinstigsten Falle nie gréBer als +0,1° C waren, so geniigt 
die dort beschriebene Temperaturregulierung den zu stellenden Anforderungen. 

7. Die Temperierzeit: Es ist natiirlich fiir die Richtigkeit einer np- Bestimmung 
ausschlaggebend, dai die endgiiltigen Ablesungen erst vorgenommen werden, 
wenn die Prismen und mit ihnen die Fliissigkeitsprobe die Temperatur des Tempe- 
rierbades angenommen haben, Man kénnte sich zwar in jedem einzelnen Falle 


vergleicht man die in beiden Fallen gefundenen Werte, so findet man einen merk- 
lichen Unterschied. Zum Beispiel bei einem Serum (Mensch): 

Skalenteile n 
Grenzlinie angelegt an den Teilstrich 57 . . 57,88 + 0,1 = 57,98 1,34948 
58 .. 58,10 + 0,1 = 58,20 1,34954 


” ” ” ” ” 


Handelt es sich nun um den Vergleich zweier np-Bestimmungen eines solchen 
Serums, bei dem man eine kleine np-Zunahme erwartet, so wird man bestrebt 
sein, die zu vergleichenden Werte durch Ablesung am gleichen Teilstrich der 
Hauptskala zu gewinnen. Darum nehme ich in solchen Fallen bei der ersten 
Np-Bestimmung eine Ablesungsreihe am nichstniederen und eine am naichsthoheren 
Skalenteilstrich vor, damit wenn im Falle einer np-Zunahme die Grenzlinie zur Zeit 
der zweiten Bestimmung den letzteren Teilstrich schon iiberschritten hat, ein an 
diesem Skalenstrich abgelesener Wert zum Vergleich zur Verfiigung steht. 

Nun kann es aber vorkommen, da8 die Einstellung am nachsthéheren Teil- 
strich noch nicht so méglich ist, daB der Teilstrich in die helle Gesichtsfeldhalfte 
zu liegen kommt: In diesem Sonderfalle gehe ich von der sonst angenommenen 
Einstellungsart ab und stelle auf das Verschwinden des Teilstriches im dunklen 
Feld ein; hier mu8 man nun 0,1 Skalenteile von dem bei dieser Stellung abgelesenen 
Wert abziehen, um jenen Wert zu erhalten, der einer Einstellung auf die Mitte des 
Teilstriches entspricht. Zum Beispiel Serum (Mensch): 

Skalenteile Np 


Kinstellung auf den nichstniederen Teilstrich 56 
(Teilstrich im hellen Feld) ........ 56,85-+0,1 = 56,95 1,34908 
Einstellung auf den nichsthéheren Teilstrich 57 
(Teilstrich im dunklen Feld). ...... . 57,15—0,1 = 57,05 1,34910 
1) Siehe die einzelnen Ablesungsreihen der Fehlerversuche 8. 427, Tabelle V 
und S. 430, Tabelle VII. 
2) Siehe S. 432, Tabelle X. 
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Tabe lle IT. 





Temperatur in °C Skalenteile a) 1 Dy 
17 15,1 1,33324 
0,00004 
destill. + 17,5 15,0 1,33320 
Wasser *) 0,00004 
18 14,9 1.33316 


+ 17,04+-0,03 52,67+ 0,02 , 1.34749 
Serum | Ons 93 _ __ —0,00002 
(Mensch) **) 17,5+0,02 | 52,62+0,02 | 1,34747 
| 0.00002 
18,0+0,02 | 52,56 +0,02 | 134745 
*) Aus der dem Instrument beigegebenen Justiertabelle zusammengestellt. 
**) Nach einem eigenen Versuch. 
***) Beim Serum ist der np immer aus dem Mittelwert der bei 10 Ablesungen 
gefundenen Skalenteile berechnet. 


davon iiberzeugen, ob die abgelesenen Werte noch einen Gang haben, doch ist es 
bequemer, ein fiir allemal das Minimum der Temperierdauer') zu kennen, bei 
dessen Uberschreiten man sicher sein kann, keinen durch zu friihes Ablesen ver- 
ursachten Fehler zu begehen. 

Es frug sich also erstens: Wie lange muf man temperieren? Zweitens durfte 
nicht die Méglichkeit vergessen werden, daB bei zu langer Temperierzeit etwas von 
der zwischen den Prismen befindlichen Fliissigkeit in den relativ groBen Raum 
innerhalb der Metallhiilse verdunsten konnte; da sich dies wegen der Kleinheit 
des verwendeten Tropfens beim Untersuchen von Lésungen sehr bald bemerk- 
bar machen konnte, muBte man auch fragen: Wie lange darf man temperieren ? 

In den folgenden zur Ermittlung der Temperierzeit angestellten Versuchen 
habe ich bei dem Reinigen und Beschicken des Refraktometers die gleichen zeit- 
lichen Verhaltnisse eingehalten, wie sie sich ergeben, wenn man mehrere Unter- 
suchungen unmittelbar nacheinander vornimmt?), denn es hatte sich heraus- 
gestellt, daB die seit der Reinigung der Prismen verflossene Zeit von EinfluB auf 
die Temperierdauer ist. Tabelle IV gibt 4 solche Versuche wieder, die wie folgt 
ausgefiihrt sind: 

Ausgangslage: Refraktometer beschickt im Temperierbad. 

Versuch: Refraktometer aus dem Bad herausgenommen, wie gewéhnlich 
gereinigt durch Abspiilen mit destilliertem Wasser von Zimmertemperatur und 
vorsichtigem Trockenwischen mit einem Leinenlippchen. Hierauf mit 0,05 eem 
Fliissigkeit beschickt und wieder in das Temperierbad eingebracht. Zeit vom 
Herausnehmen des Instrumentes bis zum Wiedereinbringen in das Temperierbad: 
6 Minuten. Zimmertemperatur bis + 20°C. 

Die in Tabelle IV eingetragenen Zahlen sind bis zur 30. Minute Mittelwerte 
aus 3, die folgenden aus 5 Ablesungen. 

Man sieht aus den angefiihrten Versuchen, daB die abgelesenen Werte im Anfang 
einen Gang haben, dessen Sinn einem Absinken der Temperatur entspricht. Die 
Prismen sind also anfangs wirmer als das Temperierbad, und zwar auch dann, 
wenn die Zimmertemperatur unter + 17,5°C ist, was nur von der Erwirmung der 


1) Vom Einbringen des Instrumentes in das Temperierbad an gerechnet. 
*) Vgl. S. 457, die ,,Zeiteinteilung™. 











426 EE. Kupelwieser: Nachweis der fermentativen Lisung von koagulierten 


Tabelle IV. 


















































Beschickt mit: destill. . Serum Serum 

’ Wasser =ropcene (Kaninchen) (Mensch) 

Zimmertemperatur: + 19 + 16 ; + 15 + 19°C 
Minuten nach der ma 3 
ened cin : Bkalentelle 

1 14,60 18,92 | 50,68 55,10 

2 14,78 18,98 | 50,72 £5.58 

4 14,92 19,07 | 50,91 56,10 

6 15,01 19.16 | 50,93 56,50 

8) 15,08 19,19 | 50,98 56,70 

10) 15,14 19.21 | [51,00 56,81 

12) 15,17 19.23 51,01 56,90 

14) 15,18 19,24 51,00 56,93 

16 115,19 19,26 51,00 56,95 

Ciieuane 18 |15,19 19,27 51,01 56,99 

oe se 20 [15,20] 19,25] [51,031 | 157,01 

_ 92 115,20 19.26 51,01 57,00 

24, 115,20 19,27} | ]51,02] | 157,02 

26) 15,21 19,26 51,01 57,01 

28 115,19 19,26 51.03} | 157,00 

30) 115,21 19,27 51,02} | 157,02 

35 715,20 19.27 51,02 57,02 

40) |15,20 ne 51,02 57,04 

45 ; 19,29 51,03} | 57,05 

60 19,30 51,03] | 57,08 

120 19,38 6109 | — 

240 ‘ | 57,32 


Prismen durch das Trockenwischen herriihren kann!). Dann folgen nach durch- 
schnittlich 16 Minuten*) gangfreie Werte. Erst viel spater (friihestens nach 35 Mi- 
nuten) macht sich die Verdunstung durch neuerliches, aber viel langsameres 
Ansteigen der Ablesungswerte bemerkbar. Beriicksichtigt man, daB bei Zimmer- 
temperaturen bis + 20° C die Temperierdauer des letzten Versuches die gréBte je be- 
obachtete war, so empfiehlt sich die Einhaltung einer T'emperierzeit von 20 Minuten. 

Nur ganz ausnahmsweise, bei viel héherer Zimmertemperatur kam es vor, 
daB dies nicht ausreichte. Man kann sich dann durch Vornahme der Reinigung 
mit gekiihltem Wasser helfen; immerhin ist in solchen Fallen eine Kontrolle an 
den abgelesenen Werten selbst notwendig, da das nach dem Abspiilen der Prismen 
unvermeidliche Trockenwischen sich trotz aller Vorsicht nicht geniigend abstufen 
laBt und die Abkiirzung der Temperierdauer nicht mit Sicherheit in der gewiinsch- 
ten Weise gelingt. 

Zusammengefapt ergibt sich also aus der Diskussion der Fehlerquellen der ny Be- 
stimmung hauptsdchlich folgendes: 

Ein bis auf +0,1° C konstant erhaltenes Temperierbad geniigt den zu stellenden 


1) Die Beschickungsfliissigkeit selbst kann wegen ihrer geringen Menge keine 
Rolle spielen. 

2) Der Durchschnitt ist aus 15 analogen Versuchen entnommen, die bei Zimmer- 
Temperaturen bis + 20°C gemacht sind und in denen die Temperierdauer Werte 
zwischen minimal 8, maximal 20 Minuten betrug. 
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Fehlerversuch mit physiologischer (ca. 0.86 proz.) Kochsalzlisung: 

Refraktometer Nr. 13 808. 

Hilfsprisma mit kleinem Ausschliff und Haltestoppel. 

Lichtquelle: 100kerzige Osramlampe bei 35cm Abstand des Gliihringes vom 
Beleuchtungsspiegel. F 

Beschickungsmenge: 0,04 ccm. 

Temperatur des Temperierbades: +17,5 +0,05° C. 

Zimmertemperatur: +19° C. 

Temperierzeit: 20 Minuten. (Alle Ablesungen vor der 30. Minute.) 

Anzahl der Beschickungen: 10. 

Stellung des Kompensators, des Spiegels und der Blende anfinglich beibehalten, 
spiter vor jeder Ablesungsreihe geandert (siehe Tabelle V). 

Von jeder Beschickung 2 Ablesungsreihen zu 10 Ablesungen gemacht, die erste 
nach Ablauf der Temperierzeit, die zweite 5 Minuten spiter. 

Vor jeder Neubeschickung Reinigung des Instrumentes. 

An dem guten Ubereinstimmen der abgelesenen Skalenteile in den einzelnen 
Ablesungsreihen sieht man zunachst, wie sehr sich die Genauigkeit des Ablesens 
durch die unter Punkt 5 beschriebene Einstellungsart steigern laBt. Wenn man 
die bei verschiedenen Beschickungen abgelesenen Zahlen vergleicht, so fallt es 
auf, daB sie jm allgemeinen weniger gut iibereinstimmen als die Ablesungen bei 
einer Beschickung untereinander ; es mu also beim Beschicken irgendein Umstand?) 
gréBere Abweichungen bedingen kiénnen, mit dem vielleicht auch die ausnahms- 
weise zwischen den Ablesungen bei der gleichen Beschickung beobachteten groBeren 
Differenzen zusammenhingen (siehe solche Abweichungen bei Beschickung 
IX und X). 

Der Versuch zeigt ferner, daB das Neueinstellen von Kompensator, Spiegel 
und Blende ohne merklichen EinfluB auf das MeBergebnis ist. [Ubereinstimmen 
der bei ungeanderter und wechselnder Einstellung vorgenommenen Messungen 
in denselben Grenzen*).] Man ist daher berechtigt, den np-Bestimmungen der 
ersten und der zweiten Hialfte des Versuches fiir die Fehlerrechnung gleiches Ge- 
wicht*) zuzusprechen. 

Der Fehlerrechnung sind die in Tabelle VI zusammengestellten 10 np-Bestim- 
mungen zugrunde gelegt, die der ersten Ablesungsreihe jeder Beschickung ent- 


Tabelle VI. 

















Beschickung lp i A* 
I 1.33491 {| +1-107° 1-3 
II a 1,33488 —~2+-10-° 4-10-" 
a8] S 1,33491 +1-10-5 1 4Q° 
IV x 1,33489 —1-107 sia 
V = 1,33491 +1-1075 b-190-* 
VI & 1,33490 Ge. 3190-* 0-107 '° 
VII 2 1,33492 +2-10-5 4.10-*° 
Vu < 133492  +2-10-' | 4-10-% 
IX = 1,33490 0-10-75 | G. 1°” 
xX 1,33489 C5 ged RR ES sates 
Summe | 13,34903 S.=17.10-* 


______ Mittelwert | 1,88490 


1) Vielleicht ungleiche Lage des Hilfsprismas. 
2) Vgl. 8.421 den Hinweis auf diesen Versuch. 


3) ,,Gewicht einer Messung nennt man den Grad ihrer Zuverlissigkeit. 
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sprechen, und zwar deshalb nur diese, weil die einzelne Bestimmung des Fehler- 
versuches dasselbe Gewicht haben sollte wie die Bestimmungen bei der Anwendung 
der Methode, wo ich auch immer den Mittelwert aus 10 Ablesungen zur Berechnung 
des Brechungsindex beniitze. 

Aus der A-Spalte der Tabelle ersieht man, daB die Werte der einzelnen Be- 
stimmungen um héchstens 2 Einheiten der 5. Dezimale vom Mittelwert abweichen, 
ihre Fehlergrenze also mit + 0,00002 anzusetzen ist. Setzt man nun die Summe der 
Fehlerquadrate (S) und die Anzahl (n) der Bestimmungen in die bekannten Formeln 
der Fehlerrechnung ein, so ergibt sich als mittlerer Fehler des Mittelwertes: 


S 


E = 
ss n(n — 1) 


+0,43 - 10 


+0,0000043 


als wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes: 
E,, = 0,674-E +-0,29 - 10-° = +0,0000029 . 


Der Mittelwert ist somit noch in der 5. Dezimale sicher, so daB also die Zahl 
der der Fehlerrechnung zugrunde gelegten Bestimmungen ausreichend war zur 
Bildung eines fiir unsere Zwecke brauchbaren Mittelwertes. 

Ferner ergibt sich als mittlerer Fehler einer Bestimmung: 


y 


/ 
e=+)/; _ +1,87 - 10-* = +0,0000137 


und als wahrscheinlicher Fehler einer Bestimmung: 
e, = 0,674-e = +0,92 -10-° = +0,0060092 . 


Fehlerversuch mit einem ,,schlecht ablesbaren‘‘ Serum!) (Mensch), d. h. mit 
einem Serum, bei dem es nur bei ganz bestimmten Spiegel- und Blendenstellungen 
gelang, eine deutliche Grenzlinie zu bekommen: 


Refraktometer: Nr. 13 808. 
Hilfsprisma mit kleinem Ausschliff und Haltestoppel. 
Lichtquelle wie friiher. 
Beschickungsmenge: 0,04 ccm. 
Temperatur des Temperierbades: +17,5 +0,05° C. 
Zimmertemperatur: +17° C. 
Temperierzeit: 20 Minuten (alle Ablesungen vor der 30. Minute). 
Anzahl der Beschickungen: 10. 
Stellung des Kompensators, des Spiegels und der Blende wahrend des ganzen 
Versuches nicht geandert. 
Von jeder Beschickung 2 Ablesungsreihen zu 10 Ablesungen gemacht, die erste 
nach Ablauf der Temperierzeit, die zweite 5 Minuten spiter. 

Vor jeder Neubeschickung Reinigung des Instrumentes. 

Auch bei diesem Versuch (Tab. VII) mit einem ,,schlecht ablesbaren“ Serum ist 
die Genauigkeit des Ablesens — wie man an den einzelnen Ablesungsreihen erkennt 
— bei Beriicksichtigung der Teilstrichbreite immer noch eine viel gréBere, als man 
sie sonst angegeben findet. Noch deutlicher als friiher sieht man in dem Versuch, 
daB die bei verschiedenen Beschickungen abgelesenen Werte weniger gut iiberein- 
stimmen, als die Ablesungen einer Beschickung untereinander. Der Fehlerrechnung 
sind wieder die aus der ersten Ablesungsreihe jeder Beschickung gewonnenen 
Mittelwerte zugrunde gelegt (Tab. VIII). 


1) Fiir die wiederholte Beschaffung von Normalblutproben bin ich den Herren 
Prof. Dr. EZ. Streissler und Dr. F. Ascher der Grazer Chirurgischen Universitats- 
klinik zu Dank verpflichtet. 
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Endlich sei in der foigenden Tabelle noch ein ganz analoger Fehlerversuch 
mit einem gut ablesbaren Serum auszugsweise wiedergegeben: 


Tabelle IX. 





Skalateile 











Ab- 
Beschickung lesungs- wee np 
reihe 10 Ablesungen) 

(fi 1 53,82 1.34791 

i 2 53.84 134792 

ns } 53,82 1,34791 

= \ ' 53,80 1,34791 
2 ms) 2 53.85 1.34792 
= i 2 53,86 1,34793 
bo vii 1 53,78 1.34790 
‘a5 | oe 53,79 1,34790 
n= Vv J 1 53,82 1,34791 
BS li 2 53,84 1,34792 
£ § S| 53,74 1,34788 
i} Vii) 9 53,73 1.34788 
€2 fi 1 53,81 1,34791 
sa | Vil) 9 53.80 134791 
= ’ 1 53,79 1.34790 
es {i 3 53.80 134791 
= IX f 1 53,83 1,34792 
ml 2 53,85 1,34792 

X } 1 53,82 1,34791 

ee 2 53,82 1,34791 

< és | 3 54,00 1,34798 
wee Ss 4 53,72 1,34788 
‘5 g | 5 54,06 1,34800 
= " 6 53,64 1,34785 














Um zu zeigen, was fiir einen EinfluB die Spiegel- und Blendenstellung auch 
bei einem so gut ablesbaren Serum haben kann, sind an die bei unveranderter 
Spiegel- und Blendenstellung ausgefiihrten np-Bestimmungen des Fehlerversuches 
bei der X. Beschickung noch 4 weitere Bestimmungen mit jedesmal geanderter 
Spiegel- und Blendenstellung angeschlossen (in der Tabelle eingerahmt); man sieht, 
um wieviel die Schwankungsbreite dieser Bestimmungen X/, bis X/, die der vorher- 
gehenden iibertrifft. 

Die wie bisher auf Grund der Mittelwerte aus der ersten Ablesungsreihe jeder 
Beschickung angesetzte Rechnung ergibt fiir den vorliegenden Versuch folgende 
Fehlerwerte: 

mittlerer Fehler des Mittelwertes: ¢ + 0,38 -10-° = +0,0000038 ; 
wahrscheinlicher Fehler des Mittelwertes: e +0,26 -10-° = +0,0000026 ; 


w 


mittlerer Fehler einer Bestimmung: e = +1,20-10-° = +0,0000120 ; 
wahrscheinlicher Fehler einer Bestimmung: e, -O.81-10-° = +0,0000081 . 


Dies zeigt, daB die Fehler bei der np-Bestimmung eines ,,gut ablesbaren“‘ 
Serums von der gleichen GréBenordnung sind, wie bei der Kochsalzlésung. Es 
ist aber zu bemerken, daB die in meinen Fehlerversuchen fiir die np-Bestimmung 
von Serum gefundene Sicherheit nicht etwa fiir die Ermittlung des wirklichen 
Brechungsvermégens eines Serums gilt; sie gilt nur fiir den Vergleichswert einer bei 
bestimmter Spiegel- und Blendenstellung vorgenommenen np-Bestimmung. 
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Auf Grund der Fehlerversuche ]a8t sich nun angeben!), mit welchen Fehlern 
die np-Bestimmungen in den folgenden Fermentversuchen behaftet sind bzw. mit 
welcher Genauigkeit man bei der Anwendung zu rechnen haben wird. Und zwar 
kommen fiir die Anwendung die im Fehlerversuch fiir die Fehler der einzelnen 
Bestimmung ermittelten Werte in Betracht, da eine solche das gleiche Gewicht 
hat wie eine np-Bestimmung, die unter den im vorhergehenden Abschnitt beschrie- 
benen Bedingungen ausgefiihrt ist. 

Zusammengefapt ergeben sich also folgende Fehler fiir eine solche np- Bestimmung: 


Tabelle X. 





Einer ver- | Eines Serums bei be- 
diinnten Salz- stimmter Spiegel- und 
lésung Blendenstellung 
Fehlergrenze .... . +0,00002 bis + 0,00005 
Mittlerer Fehler . . . . + 0,0000137 » + 0,0000364 
Wahrscheinlicher Fehler + 0,0000092 » +0,0000245 


Ib. Der Fermentversuch. 

Da es sich beim Fermentversuch darum handelt, aus der beobachteten Ande- 
rung des Brechungsindex des fliissigen Anteiles des Reaktionssystems auf eine 
fermentative Lésung des Substrates zu schlieBen, kommen vor allem jene Um- 
stiinde als Fehlerquellen in Betracht, durch die andere als durch die fermentative 
Auflésung des Substrates bedingte np-Anderungen verursacht werden kénnen; 
ferner werden, wenn die Methode quantitativen Zwecken dienstbar gemacht werden 
soll, alle Faktoren zu beriicksichtigen sein, von denen die AbbaugréBe abhangt. 

In die erste Gruppe gehéren folgende Fehlerméglichkeiten: 

1. Abgabe léslicher Bestandteile seitens der VersuchsgefiBe. 

. Verdunstung des Lésungsmittels wihrend des Versuches. 

. Spontane Léslichkeit der Substrate. 

. Die mit der Quellung des Substrates und 

. mit der Verwendung gequollener Substrate zusammenhangenden Fehler- 
quellen. 

6. Durch Zustandsinderungen des fliissigen Anteiles des Reaktionssystems und 

7. durch Bakterienwachstum verursachte np- bzw. Konzentrationsaénderungen. 

Es folgen die Faktoren, von denen die GréBe der Ausschlige, insbesondere 
die AbbaugréBe abhingt bzw. abhingen kann und von denen zu entscheiden 
sein wird, innerhalb welcher Grenzen sie konstant erhalten werden miissen, um 
ohne EinfluB auf das Versuchsergebnis zu bleiben: 


8. Abbaufaihigkeit des Substrates. 

9. Substratmenge. 

10. KorngréBe des Substrates. 

11. Verschiedenheiten im Quellungszustand des Substrates. 

12. Menge des fliissigen Anteils des Systems. 

13. Beschaffenheit des Mediums. 

14. Fermentkonzentration und Aktivitat. 

15. Zustand der Fermentlésung. 

16. Temperatur. 

17. Zeit. 

18. Mischungsbedingungen. 

1) Mit dem Refraktometer Nr. 13 807 angestellte Fehlerversuche ergaben 
Fehler der gleichen GréBenordnung. 
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1. und 2. Abgabe léslicher Bestandteile seitens der Versuchsgefabe und Verdunstung 
des Lésungsmittels. 

Diese beiden erstgenannten Fehlerméglichkeiten muBten sich durch die 
Wahl geeigneter VersuchsgefiBe ausschlieBen lassen. Als solche beniitzte ich von 
H. Pfeiffer zu diesem Zweck angegebene zylindrische Glaschen von ungefahr 
1,5ccm Fassungsraum mit eingeschliffenem Glasstoppel. Da es nicht méglich 
war, die Glischen aus Jenaer Hartglas zu beschaffen, verwendete ich solche aus 
gewohnlichem Glas. 

Um die leichter léslichen Glasbestandteile méglichst zu entfernen, wurden 
die Glaischen nach griindlicher Reinigung mindestens eine halbe Stunde lang mit 
str6mendem Wasserdampf behandelt [wie dies Wi. Ostwald, empfiehlt')] und sie 
haben dann ausnahmslos die erste der unten beschriebenen Proben bestanden 
(Priifung a). 

Im iibrigen geschah die Reinhaltung der Glaschen wie folgt: 

Nach jedem Gebrauch griindliches Ausspiilen mit einem 
scharfen Wasserstrahl zur mechanischen Entfernung méglichst 
aller Substratreste, hierauf Behandlung mit einer aus konzen- 
trierter Schwefelsiure und Kaliumpyrochromat bestehenden 
Oxydationsfliissigkeit. Dann werden die Glaschen iiber Nacht 
auf einen mit der Wasserleitung verbundenen Spiilapparat 
gebracht, vor dem Gebrauch mit destilliertem Wasser nach- 
gewaschen und eventuell mittels Luftpumpe getrocknet. Von 
Zeit zu Zeit wurde auch das Ausdimpfen wiederholt. 

Auf die Herstellung dieses wirklich dichten Verschlusses 
muBte besondere Sorgfalt verwendet werden, da ein wenn 
auch geringfiigiges Verdunsten des im allgemeinen nur 0,5 ccm 
betragenden Inhaltes eine relativ groBe Konzentrations- 
zunahme verursachen und damit zu groben Fehlern fiihren 
konnte?). Die Verschliisse schliff ich von Hand aus mit 
feinstem Karborundpulver ein und iiberzeugte mich dann durch 
die Priifung b), ob die Glaschen den Anforderungen geniigen. 

Priifung a) (auf stérende Mengen léslicher Glasbestand- 
teile): Beschicken der Glischen mit destilliertem Wasser, 
dessen np nach 24stiindigem Aufenthalt der Glaschen im Brutschrank (+ 37° C) 
keine Zunahme zeigen darf. 

Priifung b) (auf guten VerschluB): Beschicken mit 0,5 cem physiologischer 
Kochsalzlésung, deren np bei ebensolangem Brutschrankaufenthalt nicht zu- 
nehmen darf. 

Da trotz ausschlieBlicher Verwendung von Glaschen, die diese Priifung wieder- 
holt bestanden hatten, gelegentlich Verdunstungsfehler — offenbar infolge Locke- 
rung des Verschlusses — vorkamen, erwies sich folgende VorsichtsmaBregel als 
niitzlich: Die beschickten Glischen werden, nachdem sie gut verschlossen sind, 
in einen Halter gesteckt, der ein Lockerwerden des Glasstoppels-verhindert. Dieser 
Halter besteht (siehe Abb. 1) aus einer hélzernen, die Glaschen etwa bis zur halben 
Héhe aufnehmenden Hiilse (H); das an den freien Enden der beiden Spiralfedern (8) 
angebrachte Lederlappchen (L) kann iiber den Stoppel des Glischens gezogen 

1) Ostwald und Luther, Hand- und Hilfsbuch zur Ausfiihrung physiko-chemi- 
scher Messungen. III. Aufl., 8. 469. Leipzig 1920. 

*) DaB das Verdunsten in den Gasraum der Versuchsglischen, die bis zur 
Erreichung der mit der Lésung im Gleichgewicht befindlichen Dampfspannung 
stattfinden muBte, keinen merklichen Fehler verursachen kann, zeigt eine Uber- 
schlagsrechnung. 





Abb. 1. 
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werden und halt ihn so in seiner richtigen Lage fest. So armiert, werden die Glas- 
chen in den Thermostaten gelegt oder, wenn der Versuch dies verlangt, mittels 
des am Halter befindlichen Fortsatzes (F) an den spiter beschriebenen Misch- 
apparat befestigt. Wenn die Versuchstemperatur erheblich héher als die des 
Zimmers ist, wirme ich Glischen und Systemfliissigkeit vor dem Beschicken 
auf die Versuchstemperatur vor, um das Entstehen eines Uberdruckes im Innen- 
raum des Glaschens zu verhindern. Um im einzelnen Falle sicher zu sein, daB keine 
Verdunstung stattgefunden habe, zeichne ich bei Versuchsbeginn den Stand der 
Fliissigkeit im Glaschen durch eine zarte Tinten- oder Tuschemarke (M) am Glas- 
chen an. 

Ich habe mich iiberzeugt, daB fiir die in meinen Versuchen angewendeten 
Fliissigkeitsmengen und Konzentrationen eine an der np-Zunahme eben merkliche 
Verdunstung auch am Nichtstimmen der Verdunstungsmarke deutlich zu erkennen 
ist, so daB das Stimmen der Marke als geniigend sicheres Kriterium fiir den Aus- 
schluB eines Verdunstungsfehlers genommen werden konnte. 


3. Spontane Léslichkeit des Substrates. 


Als Substrate verwendete ich nach den Angaben von F. Pregl*) hergestellte 
Trockenproteine und zwar im Hinblick auf die zunichst beabsichtigte Anwendung 
der Methode von verschiedenen menschlichen Organen und verschiedenen Seren’). 

Von den Substraten ist zu verlangen, daB sie in den Lésungsmitteln, die im 
Fermentversuch angewendet werden, bei Abwesenheit des Fermentes praktisch 
unléslich seien. Bevor man die Substrate in Gebrauch nimmt, mu daher ihre 
Loslichkeit gepriift werden, was ich in wiederholten eigens darauf gerichteten 
Versuchen unter verschiedenen, insbesondere auch unter solchen Bedingungen 
tat, wie sie bei den Fermentversuchen herrschen, Im folgenden sind die Versuche, 
die zur Priifung einiger der von mir verwendeten Substrate dienten, sowie deren 
Ergebnisse (Tabelle XI) zusammengestellt: 


gepriiftes Praparat: Bezeichnung: hergestellt : 
Placenta-TrockenproteinI ...... . Plac. I Pfeiffer 1919 
* ere Pye ae | | Pregl*) — 
s ey ee Se ae Kupelwieser 1921 
Trockenprotein aus Pferdeserum . .. . Pf.-Ser. Pfeiffer 1919 
ie » Rinderserum... ._ R.-Ser. Pregl*) 1921 


Diese Trockenproteine wurden folgenden Priifungen unterworfen: 

Versuch a) (Priifung des Kochwassers): 

Je 0,04 g Substrat mit 2 ccm destilliertem Wasser (das ist das gleiche Mengen- 
verhaltnis Substrat : Lésungsmittel wie im Fermentversuch) eine Stunde bei 
Zimmertemperatur (zum Quellen) stehenlassen, dann eine Minute lang gekocht; 
30 Minuten spiter das Kochwasser vom Substrat abfiltriert und seinen np be- 
stimmt. Differenz gebildet zwischen dem np des Kochwassers und dem vorher 
bestimmten np des reinen destillierten Wassers. 

Ergebnis: Tabelle XI 4, = np (Kochwasser) — np (dest. Wasser). 

Versuch b) (Léslichkeit in heiBem destilliertem Wasser bei lingerer Versuchs- 
dauer): 


1) F. Pregl, Fermentforschung 1, 7. 1914. 

2) Beschrieben von L. Léhner, Fermentforschung 5, 41. 1921. 

8) Herrn Prof. Dr. Dr. F. Pregl erlaube ich mir fiir die freundliche Uberlassung 
der von ihm hergestellten Praparate an dieser Stelle zu danken. 

*) Hier wurde das Auskochen am SchluB der Darstellung absichtlich nicht 
soweit getrieben wie gewohnlich. 











Np 
als 


ein 


de 








Proteinen mittels des Eintauchrefraktometers. 


435 


Versuchsglischen mit je 0,01 g Substrat und 0,5 cem siedendem destilliertem 


Wasser beschickt; hierauf 30 Minuten am Wasserbad bei 4+ 


95° C gehalten und noch 


6 Stunden bei Zimmertemperatur stehenlassen. Dann den ny der Versuchsfliissig- 
keit bestimmt und wie friiher mit dem von reinem destilliertem Wasser verglichen?). 
Ergebnis: Tabelle XI 4, 
Versuch c) (Léslichkeit in kaltem destilliertem Wasser): 
Versuchsglischen mit je 0,01 g Substrat und 0,5 cem destilliertem Wasser 
Stunden np- Bestimmung der Versuchs- 


von Zimmertemperatur beschickt; nach 
fliissigkeit usw. wie b). Zimmertemperatur 


Ergebnis: Tabelle XI 4, 
Versuch d) ( Léslichkeit in physiologischer Kochsalzlisung bei Zimmertemperatur): 
Statt destilliertem Wasser ca. 0,86 proz. Kochsalzlésung als Lésungsmittel, 
sonst alles wie bei Versuch c). Der nach 24 Stunden bestimmte np der Versuchs- 
fliissigkeit mit dem np des reinen Lésungsmittels verglichen. Zimmertemperatur 


+ 14° C. 


Ergebnis: Tabelle XI 4, 
Versuch e) (Léslichkeit in physiologischer Kochsalzlisung bei Bruttemperatur): 
Beschickungsmengen wie oben; Versuchsdauer 2 Std.; Temperatur + 37° C. 


Ergebnis: Tabelle XI A, - 


Np 


Np 


9 


+. 16° © 
— Np (dest. Wasser). 


np (dest. Wasser). 


Np — Np (Lésungsmittel). 


Np - 


-Np (Lésungsmittel). 


Versuch ) (Léslichkeit in alkalischer ca. 0,86 proz. Kochsalzlisung?) bei Zimmer- 


temperatur): 


Beschickungsmengen wie bisher; Versuchsdauer 24 Std.; Temperatur 
Ergebnis: Tabelle XI 4, 
Versuch g) (Léslichkeit in 


Bruttemperatur): 


Beschickungsmengen usw. 


tur + 37°C, 


Ergebnis: Tabelle XI 1, 


Np - 


Np (Lésungsmittel). 
schwach alkalischer ca. 0,86 proz. Kochsalzlésung bet 


t 15°C. 


wie bisher; Versuchsdauer 2 Stunden. Tempera- 


Np — Np (Lésungsmittel). 





Tabelle XI. 

Praparat le r \ te \ \ , 
Plac. I J) +9,00002 +0,00000 +0,00004 +0,00003 +0,00004 +0,00002  +0,00002 
‘ {, +0,00002 +0,00005 +0,00005 +0,00004 +0,00003 +0,00003  +0,00002 
Plac. I J) +0,00002 +0,00006 +0,00002 +0,00003 +0,00003 +0,00004 +0,00003 
; \. +0,00U03 +-0,00007  +0,00003 +0,00004 + 0,00003 +0,0.003 | +0,00002 
Plac. 114 +8;:00007 +0,00015 -+0,00007 | +0,00007 | +-0,00003 +0,00005  +0,0004 
bia () +0,00012 +0,00013  +0,00007 +0,00006 +0,00005 +0,00005 | +0,00005 
Pf-Ser. J + 0,00002 +0,00004 +0,00004 +0,00000 +0,00002 +0,00004 | +0,00002 
™" VL +0,00003 +0,00000 +0,00002 +0,00002 +0,00000 +0,00003 +0,00003 
R.-Ser { +0,00003 +0,00000 +0,00004 +0,00003 +0,00002 +0,00004 | +0,00001 
ern +0,00000 +0,00000 +0,00005 +-0,00001 +0,00001 +-0,00002 | +0,00003 


Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, ist die Fehlergrenze einer 
np-Bestimmung fiir Fliissigkeiten der hier untersuchten Art +0,00002; wir haben 
also, da jede Zahl der Tabelle aus dem Ergebnis zweier np-Bestimmungen gebildet 


1) Der np der Versuchsfliissigkeit ist bei diesem und den folgenden Versuchen 
einfach mit np bezeichnet, der des Lésungsmittels besonders kenntlich gemacht. 

*) 100 cem der Lésung enthielten 0,1 cem einer ®/,-Sodalésung; die Priifung 
der Substrate in dieser Lésung wurde deshalb vorgenommen, weil eben diese 
Lésung bei den Trypsinversuchen als Lésungsmittel fiir das Ferment diente. 
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ist, die Fehlergrenze mit +-0,00004 anzusetzen. Man sieht, daB dieser Betrag 
von einem Teil der Versuchsresultate iiberschritten oder doch haufiger erreicht 
wird, als dies der Wahrscheinlichkeit entspricht und sieht ferner, daB alle np-Diffe- 
renzen gleiches Vorzeichen im Sinne einer Konzentrationszunahme haben. Die 
Substrate erweisen sich also zwar als nicht absolut unléslich resp. frei von léslichen 
Stoffen, doch sind, wie die Tabelle zeigt, die durch die Léslichkeit bedingten 
np-Zunahmen im allgemeinen sehr gering; Placenta III stellt schon einen Ausnahme- 
fall dar, der seine Erklarung in der absichtlich abgekiirzten Darstellung dieses 
Praparates findet?). 

Solche Substrate, die unter den Bedingungen des-anzustellenden Ferment- 
versuches gepriift, durch ihre spontane Léslichkeit nie gréBere np-Zunahmen 
als +0,00005 bedingten, kénnen als tauglich angesehen werden, da, wie wir spiter 
sehen werden, die Fehlergrenze des mit allen Vorsichten angestellten Ferment- 
versuches +-0,00005 betrigt, die zugelassene np-Zunahme durch spontane Léslich- 
keit des Substrates also mit der Fehlergrenze des Versuches zusammenfillt. 

Placenta IIT ausgenommen, erfiillen die obigen und iibrigens nach Vorschrift 
dargestellten Substrate fast ausnahmslos diese hinreichende Bedingung. 

Die ausfiihrliche Wiedergabe der Léslichkeitspriifung unserer Substrate 
schien mir deswegen nétig, weil es von P. Hirsch?) bezweifelt wurde, daB die nach 
den Preglschen Angaben hergestellten Trockenorganproteine den in bezug auf 
ihre Unléslichkeit zu stellenden Anforderungen geniigen. 


4. Quellung der Substrate. 

Pregl und de Crinis*) geben an, daB ihre Trockenorganproteine die Eigen- 
schaft besitzen, in Wasser zu quellen, was sich im folgenden bestitigen wird. Es 
ist bekannt, da8 in Wasser quellbare Kérper, wenn man sie in trockenem Zustande 
in eine wisserige Lésung bringt, zuameist mehr Wasser als Geléstes aufnehmen und 
so die Konzentration der Lésung erhéhen. Dies wird unter sonst gleichen Um- 
stinden eine um so gréBere np-Zunahme zur Folge haben, je geringer das Brechungs- 
vermégen der vom Kérper aufgenommenen Quellungsfliissigkeit im Vergleich 
zu dem der zuriickbleibenden Systemfliissigkeit ist. Pregl und de Crinis fanden 
beim Arbeiten mit Serum np-Zunahmen bis zu 0,00030'), die regelmaBig eintraten, 
wenn sie die Substrate trocken dem Serum zugesetzt hatten, aber ausblieben, 
sobald sie schon gequollene Substrate beniitzten. Um diesen von ihnen aufgezeigten 
QuellungsfehJer zu vermeiden, lassen sie daher die Substrate zunachst in physio- 
Jogischer Kochsalzlésung quellen, saugen diese dann médglichst vollstandig ab 
und fiigen erst solcherart vorbehandelten Substraten das Serum bei. 

Ob ein Quellungsfehler auch bei Systemfliissigkeiten von geringerer Konzen- 
tration und geringerem Kolloidgehalt, wie ich sie auch beniitze, zu beriicksichtigen 
oder zu vernachlissigen ist, lieB sich nicht von vornherein sagen, da viele quellbare 
K6rper bereits Kochsalzlésung durch vorwiegende Wasseraufnahme zu konzen- 
trieren imstande sind und im iibrigen die Quellungserscheinungen in hohem Ma{s 
von der Gegenwart von Elektrolyten und der Reaktion, wie auch von besonderen 
Beziehungen zwischen dem quellenden Stoff und dem Quellungsmittel bestimmt 
werden. Die Frage kann daher in jedem besonderen Fall nur der Versuch ent- 
scheiden. 

Aus den 8. 434 u. 435 beschriebenen Versuchen iiber die Léslichkeit der 
Substrate kann man fiir hier sofort folgendes entnehmen: 





1) Siehe 8. 434 Anm, 4. 

2) P. Hirsch, Fermentforschung 2, 25]. 1919. 

3) a. a. O. 

*) Fir die ebendort angegebenen Mengenverhiltnisse. 
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Die Substrate wirden dort in trockenem Zustande der Fliissigkeit zugesetzt 
und sind daher erst waihrend des Versuches gequollen. Bei den Versuchen mit 
destilliertem Wasser (a bis c), bei denen die gefundenen np-Zunahmen nur auf der 
geringen spontanen Léslichkeit der Substrate beruhen konnten, sind sie von gleiche1 
GréBenordnung, wie bei den mit neutraler und mit schwach alkalischer 0,86 proz. 
Kochsalzlésung angestellten Versuchen (d bis g), wo neben der Auflésung des 
Substrates Entzug von Quellungswasser ebenfalls im Sinne einer Konzentrations- 
zunahme wirken konnte. Dies zeigt also, daB cas Quellen der Substrate in diesen 
Lésungen keine merkliche np-Zunahme zur Folge hat. 

Der folgende Versuch betrifft die von mir verwendete Trypsinlésung. 

Versuch: 0,1% Trypsinlésung in 0,86 proz. NaCl-Lésung mit einem Sodazusatz 
ZU 4/1999; durch Erhitzen inaktiviert. Vor und nach dem Versuch ihr np bestimmt. 

Versuchsglischen mit je 0,01 g lufttrockenem Substrat und 0,5 cem dieser 
Trypsinlésung beschickt. Nach 24stiindigem Aufenthalt bei Zimmertemperatur 
(+18° C) np der Trypsinproben, in denen die Substrate gequollen sind, bestimmt. 

Ergebnis: Tabelle XII A = np (Quellprobe) — np (Trypsin 1. Best.). 


Tabelle XII. 





Trypsinlésung allein vor dem || 


: 1,33526 
Versuch 

Trypsinlésung + Plae. | = -1,33529 | + 0,00003 
+ Plae. II | Lp 1,33530 | + 0,00004 
Plac. HT | — 1,33530 | + 0,00004 
Pf.-Ser. (™  1,33529 | + 0,00008 
R.-Ser. | = 1.33528 +.0,00002 
allein =  1,33527 | + 0,00001 


Auch in dieser Lésung bewirkt bei dem im Fermentversuch eingehaltenen 
Mengenverhialtnis das Quellen des Substrates keine np-Zunahme, denn die gefun- 
denen kleinen Zunahmen sind durch die Léslichkeit des Substrates erklart. Dem- 
nach wire es also bei Ferment versuchen in Medien dieser Art nicht nétig, gequollene 
Substrate zu beniitzen. 

Ich bin aber aus folgenden Griinden dabei geblieben, die Substrate in gequolle- 
nem Zustand zu verwenden: Erstens vergeht oft eine betrichtliche Zeit, bis ein 
trockenes Substratpulver sich benetzt und da das Ferment erst nach erfolgter 
Benetzung zu wirken beginnen kann, wiirde also bei Verwendung trockener Sub- 
strate das Bestehen der variablen Benetzungszeit es unméglich machen, den Beginn 
der Fermentwirkung zeitlich einigermaBen genau festzulegen. 

Zweitens ist die Quellung ein Vorgang der im Sinne einer VergréBerung der 
freien Oberfliche unter Wasseraufnahme verliuft!), weshalb chemische Reak- 
tionen, insbesondere hydrolytische Spaltungen an gequollenen Kolloiden bedeutend 
rascher vor sich gehen als an geschrumpften; dies gilt auch von Adsorptions- 
vorgiingen und ebenso ist die Diffusion begiinstigt: In Einem bieten die Substrate 
in gequollenem Zustande dem Ferment bessere Angriffsbedingungen dar. 

Beim Arbeiten mit Serum ist die Verwendung der gequollenen Substrate nicht 
nur vorteilhafter, sondern notwendig, da, wie Pregl und de Crinis gezeigt haben, 
die Nichtberiicksichtigung des Quellungsfehlers zu groben Irrtiimern fiihren 
miiBte. P. Hirsch betont dagegen bei der Beschreibung seiner Interferometer- 
methode?), daB gerade die vollkommene Trockenheit der Substrate notwendig 

1) Siehe H. Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin. II{I. Aufl., 8. 74. 
Dresden und Leipzig 1920. 

3) a. a. O. 
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sei, um fehlerfreie Resultate zu erzielen; an anderer Stelle?) stellt er im Gegensatz 
zu Pregl und de Crinis in Abrede, daB koagulierte Proteine die Eigenschaft der 
Quellbarkeit besitzen kénnten. Die np-Zunahmen, die Pregl und de Crinis bei Ver- 
wendung trockener Substrate beobachtet und auf die Quellung zuriickgefiihrt 
haben, will Hirsch auf zu groBe Léslichkeit der Preglschen Organproteine bezogen 
wissen. Nach seinem Hinweis auf die Méglichkeit von Summationsfehlern scheint 
er das Ausbleiben der np-Zunahme bei Verwendung gequollener Substrate damit 
erklaren zu wollen, daB die von der Auflésung der Substrate bedingte Konzen- 
trationszunahme des Serums jetzt gerade dadurch kompensiert wiirde, daB man 
mit dem gequollenen und benetzten Substrat etwas Kochsalzlésung hinzufiigt. 

Die widersprechenden Angaben iiber die Quellbarkeit scheinen ihre Erklarung 
darin zu finden, daB sie sich auf verschiedene Objekte beziehen, denn die Art der 
Substratbereitung bei Hirsch?) ist nicht identisch mit der Preglschen*) ; insbesondere 
behandelt Hirsch seine Substrate zum SchluB mit Aceton, wodurch sie gehirtet 
und vermutlich hierdurch unquellbar werden, wihrend Pregl zum Entwissern 
nur Alkohol und Ather verwendet. Die Beobachtungen Hirschs iiber die Quell- 
barkeit seiner Praparate sind daher mit den unseren nicht vergleichbar, weshalb 
sich ein naiheres Eingehen auf diesen vielleicht nur scheinbaren Widerspruch 
ertibrigte. 

Dagegen ist es notwendig, der Deutung, welche Hirsch dem von Pregl und 
de Crinis beobachteten Quellungsfebler gibt, folgende Feststellungen entgegen- 
zuhalten: 

a) Wenn man die Preglschen Trockenproteine in destilliertes Wasser, Serum 
oder physiologische Kochsalzlésung einbringt, so tritt nach kurzer Zeit eine deut- 
liche Volumzunahme der Substratteilchen cin, wovon man sich 

x) durch den Augenschein leicht iiberzeugen kann und was 

8) die folgenden volumetrischen Versuche eindeutig dartun: 

Versuch: Quellung der. Substrate in destilliertem Wasser. 

Je 0,05 g lufttrockenes und zu einem staubférmigen Pulver zerriebenes Substrat 
eingewogen in Zentrifugierglischen mit engem, graduiertem Ansatz, dessen Skala 
Ablesung der Zehntel und bequemes Schitzen der Hundertel Kubikzentimeter 
erlaubt. Zunichst zentrifugiert und das Trockenvolumen abgelesen, dann je 
0,5 ccm destilliertes Wasser zugesetzt und gut durchgemischt, bis das Substrat 
yanz benetzt ist. Nun nach bestimmten Zeiten je 5 Minuten zentrifugiert (alle 
Proben mit der gleichen Tourenzahl) und das Volumen des zu einem kompakten 
Zylinder zusammengepreBten Substrates bestimmt. Nach jeder Volumbestimmung 
aufgeschiittelt und die Glischen bis zur nichsten bei Zimmertemperatur ruhig 
stehenlassen. Zimmertemperatur +20° C. 


Tabelle XIII. 


Volumen in cem 











Substrat * | z Zeit nach dem Wasserzusatz 
trocken em 
15 Min. 6 Stunden 17 Stunden 
Piac, I. 0,10 0,20 0,26 0,27 
P£.-Ser. . 0,08 0,20 0,24 0,25 
R.-Ser. . |} 0,10 0,14 0,19 0,19 


1) a. a. O. 
2) Ebendort 8. 261 u. 262. 
as. 0. 
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Der Versuch ergibt Volumzunahmen bis zum 2- und 3fachen Trockenvolumen, 
wobei die Substratteilchen ein deutlich glasiges Aussehen bekommen und an 
Konsistenz verlieren, also eine Veranderung erfahren, die man nicht anders als 
mit ,,Quellung“’ bezeichnen kann. Diese Quellung ist schon nach 15 Minuten 
sehr deutlich und nimmt dann meist langsamer zu. 

Versuch: Quellung der Substrate in Serum. 

Statt destillierten Wassers jetzt Serum (Mensch) verwendet; Ausfiihrung genau 
wie friiher. Zimmertemperatur +-21° C. 


Tabelle XIV. 





Volumen in cem 


Substrat Zeit nach dem Serumzusatz 
trocken . . . 
8 Minuten 1 Stunde 14 Stunden 


Pisce... .. 0,09 0,09 0,27 0,30 
Pf.-Ser. . 0,08 0,09 0,22 0,25 
R.-Ser. . 0,10 0,10 0,21 0,22 


Die Substrate quellen also auch in Serum. 

Man hiitte beim vorhergehenden Versuch den Einwand machen kénnen, dab 
die groBe Differenz zwischen dem trocken und dem in der Fliissigkeit zentri- 
fugierten Substrat durch den Auftrieb, den es im zweiten Falle erfahrt, vorgetauscht 
sei. Bei dem letzten Versuch nun ist die zweite Ablesung sehr rasch nach dem 
Fliissigkeitszusatz erfolgt und es haben sich dabei — offenbar weil die Quellung 
noch nicht merklich eingesetzt hatte — die gleichen Werte ergeben, wie beim 
Zentrifugieren des trockenen Substrates. Somit ist dieser Einwand hinfiallig. 

Fiir die Methodik war es noch von Wichtigkeit, festzustellen, wann bei dem 
im Fermentversuch eingeschlagenen Verfahren des Quellens jener Quellungsgrad 
erreicht wird, der innerhalb der iiblichen Versuchszeit (24 Stunden) nicht weiter 
zunimmt. Ferner mute auch untersucht werden, ob das in physiologischer Koch- 
salzlésung gequollene Substrat, wenn es nachher in Serum kommt, seinen Quellungs- 
zustand nicht merklich andert. 

Versuch: Quellung in physiologischer Kochsalzlisung unter den Bedingungen 
des Fermentversuches. Gefragt nach der Quellungszeit und nach einer eventuellen 
Anderung des Quellungszustandes in Serum. 

Je 0,05 g Substrat in die grad. Zentrifugierglischen eingewogen und das 
Trockenvolumen bestimmt. Dann siedende Kochsalzlésung zugesetzt (Benetzung 
erfolgt dabei augenblicklich), hierauf 30 Minuten am Wasserbad bei ca. +95° C 
und weitere 30 Minuten bei Zimmertemperatur gehalten. Dann zentrifugiert und 
Volumen bestimmt. Hierauf die KochsalzJésung méglichst vollstandig abgegossen 
und gesaugt, Serum (Mensch) zugesetzt und nach weiteren 8 Stunden neuerlich 
das Volumen bestimmt. Zimmertemperatur +21° C. 


Tabelle XV. 








Volumen in cem 








Zei — — ie Zeit seit dem 
Substrat Leit nac 1 dem Gusatz der Zusatz des 
|| trocken Kochsalzlésung Serums 
| 6 Minuten 1 Stunde 24 Stunden 8 Stunden 
ruc ft . 0,10 0,26 0,33 0,34 0,34 
Pf.-Ser. . 0,08 Q,22 0,25 0,25 Q,27 
R.-Ser.  . 0,10 0,19 0,24 0,24 0,24 
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Man sieht, daB die Substrate auch in Kochsalzlésung quellen, bei dem ein- 
geschlagenen Verfahren 1 Stunde nach dem Zusatz der siedenden Kochsalzlésung 
das Maximum der Quellung praktisch erreicht ist und sich der Quellungszustand 
der in Kochsalzlésung gequollenen Substrate beim Einbringen in Serum nicht 
merklich andert. 

ZusammengefaBt ergeben die Versuche eindeutig, daB die Preglschen Trocken- 
proteine in Wasser und wiisserigen Lésungen begrenzt quellbare Korper sind. 
Soweit die grobe Methodik der volumetrischen Versuche dies zu schatzen gestattet, 
kann man die im Gleichgewicht aufgenommene Menge des Quellungsmittels mit 
dem 1—2fachen Trockengewicht der Substrate ansetzen. Unsere Substrate ver- 
halten sich somit wie sog. unelastische Gele. 

b) Der Brechungsindex eines Serums, in das man unsere Substrate in un- 
gequollenem Zustande einbringt, nimmt zu. Den von Pregl und de Crinis mit- 
geteilten Befunden seien zur Bestitigung dieser Erscheinung eigene Versuche 
hinzugefiigt, die wie folgt ausgefiihrt wurden: 

Die Versuchsglischen mit je 0,01 g lufttrockenem Substrat und je 0,5 ccm 
Serum (Mensch) beschickt. Nach 24stiindigem Aufenthalt bei Zimmertemperatur 
Np-Bestimmung des ,,Quellserums“ d. h. des Serums, in dem die Substrate ge- 
quollen sind. (Zwei Versuche mit jedem Filtrat.) np des verwendeten Serums vor 
und zur Kontrolle auch nach dem Versuch bestimmt. 4 = np (Quellserum) — np 
(Serum 1. Best.). 

Tabelle XVI. 





Pf.-Ser.. . 1,34958 


n des Serums : n ‘des Serums 
Substrat " vor pone np des Quell- | pte dem 
Versuch — Versuch 
Pic. 1. .| 1,84804 {| 34009 | to'pooss. || 184898 
. ..| 196015 || Pasors | cooos |} 185015 
Ur. .| 1,85011 {| i'seo78 | toooss |} 186014 


1,34996 +-0,00038 aces 
1'34999 000041 | 1584957 
1,34937 +0,00043 
1,34936 +0,00042 

Das Ergebnis dieser Versuche ist ganz eindeutig: Einbringen der trockenen 
Substrate in Serum hat eine Konzentrationszunahme des Serums zur Folge. Dazu 
sei noch bemerkt, da8 unter gleichen Bedingungen die np-Zunahmen beim gleichen 
Substrat ziemlich konstante Werte haben, wie sich bei diesen und anderen Ver- 
suchen ze’ gte. 

Die festgestellten Konzentrationszunahmen kénnien dreierlei Ursachen haben: 

«) Verdunsten von Fliissigkeit aus dem Versuchsglischen. 

Dies ist mit Sicherheit auszuschlieBen, da der VerschluB der Glischen durch 
die S. 433 beschriebenen VorsichtsmaBregeln gesichert war und Verdunstungsmarken 
angebracht waren, die auf das sorgfiltigste kontrolliert wurden. 

f) Auflésung des Substrates. 

Dies ist von vornherein unwahrscheinlich, da sich die gleichen Substrate bei 
der Priifung in destilliertem Wasser, neutraler und alkalischer Kochsalzlésung, 
zum Teil unter viel strengeren Bedingungen, als praktisch unléslich erwiesen’); 
es wire also nicht einzusehen, daB die Substrate in Serum léslich sein sollten *) 


“) Siehe S. 434 u. 435, Versuch @ bis g und Tabelle XI. 
*) Gegen die Substrate eingestellte Abwehrfermente kamen nicht in Frage. 


R-Ser.. . 1,34894 1.34898 
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und dies in so hohem MaBe, wie es zur Erklirung der beobachteten np-Zunahmen 
notig wire. 

y) Endlich bleibt die von Pregl und de Crinis gegebene Erklarung der Konzen- 
trationszunahme durch Entzug von Quellfliissigkeit. Fiir sie spricht die Tatsache, 
daB die Substrate quellbar sind; ferner ist der Beweis fiir diese Erklarung dadurch 
zu erbringen, daB die np-Zunahme bei Beniitzen der Substrate in gequollenem 
Zustande ausbleiben muB. 

Bei den Versuchen von Pregl und de Crinis trifft das zu, doch erklart Hirsch 
diese Versuche nicht fiir beweiskriftig, weil als Quellungsmittel physiologische 
Kochsalzlésung diente, deren am Substrat und am Versuchsglischen haftende 
Reste einen der Konzentrationszunahme gegenliufigen Fehler mit sich bringen. 
Dieser ist jedoch leicht zu vermeiden, indem man die Substrate nicht in Kochsalz- 
lésung, sondern im gleichen Serum quellen laBt wie dies in den folgenden Ver- 
suchen geschehen ist. 

Ausfiihrung der Versuche: 

Je 0,01 g Substrat lufttrocken in die Versuchsglischen eingewogen und je 
0,5cem Serum zugesetzt. Die so beschickten Glischen 12 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen lassen. Hierauf np des Quellserums bestimmt. Nun das Quell- 
serum moglichst vollstandig abgesaugt und zu dem gequollenen Substrat 0,5 ccm 
des gleichen Serums zugesetzt. Dann 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
lassen (wihrend dieser Zeit 6fters gemischt) und endlich den np dieses Serums der 
zweiten Beschickung bestimmt. 

Der np des verwendeten Serums zuBeginn und in einer mitgeschickten Kontroll- 
probe auch am Ende des Versuches bestimmt. (Versuche, bei denen der np des 
Kontrollserums gréBere Abweichungen gegen den Anfangswert zeigte, verworfen. ) 

Die folgende Zusammenstellung ist nur ein Auszug aus der ganzen Versuchs- ‘ 
reihe; mit jedem Substrat waren mehrere gleichartige Versuche angestellt worden, 
die ausnahmslos dasselbe Ergebnis lieferten. 

In der Tabelle bedeutet 

A die Differenz : np des Quellserums minus np des Serums vor dem Versuch. 

A* die Differenz : np des Serums der 2. Beschickung nach 24 Stunden minus 
np des Serums vor dem Versuch. 


Tabelle XVII. 





Np des Serums i np des Serums np des Serums 
Substrat vor den ere r der 2. Beschick. \* nach dem 
eiiens Taeuak | Queliserums nach 24 Std. Versuch 
Place: ‘I. 1,34965 1,35017 — +0,00052 1.34970 +-0,00005 1,34966 
ee, | 1,34985 | 1,35038 +-0,00053 1.34988 +-0,00003 1.34983 
« Tae 1,35017 | 1,35082 +0,00065 1,35020 +-0,00003 1,35013 
Pf.-Ser. . 1,35016 1,35065 , +-0,00049 1.35017 +0,00001 1.35017 
R.-Ser. . 134946 | 1,34982 +-Q,00036 1,34951 +-0,00005 1,34947 


Die Versuche zeigen, daB npy-Zunahmen von etwa 0,00030 bis tiber 0,00060 
eintreten, wenn man die Substrate ungequollen und ausbleiben, wenn man sie 
gequollen in das Serum einbringt. Da ich die Substrate in Serum selbst quellen 
lieB, konnte das Serum der zweiten Beschickung durch das an den Substraten und 
Glaschen haftende Quellungsmittel nicht verdiinnt sein, denn das Quellserum 
war ja konzentrierter als das zweite Serum; um so beweisender ist es, daB die 
im Serum der zweiten Beschickung auftretenden np-Zunahmen nicht gréBer sind 
als es der spurenweisen Léslichkeit der Substrate in Wasser und physiologischer 
Kochsalzlésung entspricht. Die Versuche zeigen also iiberdies, da die Substrate 
in Serum eher noch weniger léslich sind als in den friiher genannten Lésungsmitteln. 
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Der Einwand Hirschs entfdllt also bei diesen Versuchen und der Zusammen- 
hang der np-Zunahmen, die man bei Verwendung der Preglschen Prdparate in 
ungequollenem Zustande beobachtet, mit der Quellung ist zur Evidenz erhoben. 

Fiir die Methodik ergibt sich also in Ubereinstimmung mit Pregl und de Crinis 
folgendes: Der ,,Quellungsfehler“ ist beim Quellen der Substrate in Serum und bei 
den in meinen Versuchen eingehaltenen Mengen (0,01 g Substrat in 0,5 cem Serum) 
von solcher GréBenordnung, daB seine Vernachlissigung einen groben Fehler 
bedeutete. Es muB also beim Arbeiten mit Serum unter unseren Versuchsbedin- 
gungen gefordert werden, ihn in der von den genannten Autoren angegebenen 
Weise dadurch zu vermeiden, das man die Substrate vor dem Zusammenbringen 
mit dem zu untersuchenden Serum quellen léBt. Als Quellungsmittel beniitze ich 
wie Pregl und de Crinis physiologische Kochsalzlésung, die dem in die Versuchs- 
glaschen eingewogenen Substrat siedend zugesetzt wird. Ich bringe die Glaschen 
dann fiir eine halbe Stunde auf das Wasserbad (ca. +95°C) und lasse sie dann noch 
mindestens ebensolange bei, Zimmertemperatur stehen: Das Maximum der Quel- 
lung ist dann sicher praktisch erreicht!). Hierauf wird die Kochsalzlésung mit einer 
Capillare méglichst vollstindig abgesaugt und nun kann zu dem gequollenen 
Substrat das Serum zugesetzt werden. Eine Anderung des Quellungszustandes 
im Serum ist nicht zu befiirchten*). 

5. Die Verwendung gequollener Substrate hat sich also beim Arbeiten mit Serum 
wegen des Quellungsfehlers als notwendig erwiesen und ich hielt daran aus den 
8. 437 angefiihrten Griinden auch dort fest, wo dieser Fehler nicht in Betracht kam; 
andererseits bringen aber die gequollenen Substrate eine neue Fehlerquelle mit 
sich. Diese ist dadurch gegeben, daB mit dem gequollenen und benetzten Substrat 
eine unbekannte Menge von der Kochsalzlésung, die man als Quellungsmittel 
benutzt hat, zur Fermentlésung bzw. zum Serum hinzukommt, womit sich die 
Konzentration und das Volumen des fliissigen Systemanteiles andert. Dies kann 
in verschiedener Weise zur Fehlerquelle werden, weil sich erstens mit der Konzen- 
tration der Brechungsindex andert und weil zweitens die AbbaugréBe von der 
Fermentkonzentration abhingt; drittens sind die zur Beobachtung kommenden 
np-Zunahmen bei gegebener AbbaugréBe abhingig von dem Volumen, iiber das 
sich die geléste Substratmenge verteilt. Die beiden letztgenannten LEinfliisse 
gehoren in die zweite Gruppe der Fehler und werden dort besprochen. Hier handelt 
es sich nur darum, ob und in welchem MaBe die mit den gequollenen Substraten 
in das Reaktionssystem eingefiihrte Kochsalzlésung den Brechungsindex zu beein- 
flussen und dadurch eventuell das Resultat zu verfilschen imstande ist. Das wird 
natiirlich um so mehr der Fall sein kénnen, je mehr von dem hinzukommenden 
Quellungsmittel sich mit der Systemfliissigkeit mischt und ein je gréBerer Unter- 
schied zwischen den Brechungsindices beider besteht. 

Die gesamte Fliissigkeitsmenge, die zuriickbleibt, nachdem man dem Substrat 
Kochsalzlésung zum Quellen zugesetzt und diese dann wieder abgesaugt hat, 
will ich die Restfliissigkeit nennen; sie ist zum Teil als Quellfliissigkeit im Substrat 
enthalten, zum anderen Teil haftet sie diesem und den Wanden des Versuchs- 
gliischens als Benetzungsfliissigkeit an. 

Die Quellfliissigkeit kommt als Fehlerquelle kaum in Betracht, da beschrankt 
quellbare Kérper bis zum Eintritt eines Gleichgewichtszustandes quellen und 
die ihnen im Gleichgewicht zukommende Fliissigkeitsmenge festhalten. Allerdings 
wire daran zu denken, da® das Gleichgewicht, welches in der als Quellungsmittel 
verwendeten physiologischen KochsalzJésung sich eingestellt hat, nicht auch fiir 
die Systemfliissigkeit zu Recht bestehen muB; es kénnte daher, wenn die in der 
Kochsalzlésung maximal gequollenen Substrate dann in die Fermentlésung oder 


1) Siehe Versuch S. 439, Tabelle XV. 
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in Serum kommen, eine teilweise Entquellung eintreten und etwas von der Quell- 
fliissigkeit abgegeben werden. Bei Systemfliissigkeiten, wie bei meiner Trypsin- 
lésung, deren np nur um etwa 30 Einheiten der 5. Dezimale von dem der Quell- 
fliissigkeit abweicht, kommt dies als Fehlerquelle von vornherein nicht in Frage, 
weil selbst die Beimischung der ganzen Quellfliissigkeit noch keine stérende 
np-Anderung bewirken kénnte. (Ich fiihre den rechnerischen Beweis hierfiir nicht 
aus, da er sich aus dem folgenden a fortiori ergibt.) Fiir den Fall des Serums 
zeigt der volumetrische Versuch 8. 439, Tabelle XV, daB die in physiologischer 
Kochsalzlésung maximal gequollenen Substrate ihren Quellungszustand in Serum 
nicht merklich andern; also ist auch hier keine Abgabe von Quellfliissigkeit zu 
befiirchten. Ebensowenig kommen jene geringen Mengen an Quellfliissigkeit in 
Betracht, die bei der fermentativen Auflésung des Substrates frei werden, da, 
wie man sich leicht durch eine Uberschlagsrechnung iiberzeugen kann, ihr EinfluB 
auf den np der Systemfliissigkeit auBerhalb des Beobachtungsbereiches fiallt. 

Da also die Quellfliissigkeit als Fehlerquelle ausscheidet, haben wir unser 
Augenmerk nur auf die Benetzungsfliissigkeit zu richten, die so gut wie allein den 
schidlichen Teil der Restfliissigkeit ausmacht: Wahrend die Menge der Quell- 
fliissigkeit unter gleichen Versuchsbedingungen fiir ein bestimmtes Substrat 
als angenihert konstant anzusehen ist, wird die Menge der Benetzungsfliissigkeit 
in hohem Ma8e davon abhingig sein, wie man im einzelnen Falle beim Absaugen 
der Kochsalzlésung vom gequollenen Substrat verfihrt. Man wird natiirlich 
bestrebt sein, sie méglichst vollstaindig zu entfernen, wobei man andererseits 
merkliche Substratverluste vermeiden muB. Ich zentrifugiere nach dem Quellen 
kurz und bediene mich beim Absaugen eines Glasréhrchens, das eine Erweiterung 
besitzt und an einem Ende zu einer Capillare ausgezogen ist; 4—5 mm vor ihrer 
Miindung ist sie um etwa 45° umgebogen und diese Biegung erméglicht es, sich 
wahrend des Absaugens an der Innenwand des Versuchsglischens bis an dessen 
Grund hinabzutasten, wobei das Anliegen der Capillarmiindung an der GefaéBwand 
das MitreiBen von Substratpartikeln méglichst verhindert. Besonders ist darauf 
zu achten, daB an der Stelle, wo sich das Versuchsglischen zum Stoppelhals ver- 
jiingt, keine Fliissigkeitsreste zuriickbleiben. 

DaB bei diesem recht primitiven Verfahren, das aber unter den gegebenen 
Umstinden sich nicht umgehen laBt, erhebliche Mengen der Kochsalzlésung 
zuriickbleiben, ist vorauszusehen; inwieweit dies zu beriicksichtigen ist oder 
vernachlassigt werden kann, laBt sich wie folgt ermitteln: Die Restfliissigkeit 
(das ist die gesamte nach dem Absaugen zuriickgebliebene Fliissigkeitsmenge) 
findet man unmittelbar durch Wagung. 

Ausfiihrung der Wéageversuche: 

Ein exakt getrocknetes und mit 0,01 g lufttrockenem Substrat beschicktes 
Versuchsglischen auf der analytischen Wage gewogen (1. Wagung). Hierauf 
siedende physiologische Kochsalzlésung zum Quellen zugesetzt. Nach einer Stunde 
die Kochsalzlésung in gewéhnlicher Weise abgesaugt und dann das Glischen 
samt Inhalt wieder gewogen (2. Wagung). 

2. Wagung — 1. Wagung = Restfliissigkeit. 

In der Tabelle XVIII sind die Ergebnisse einiger solcher Versuche zu- 
sammengestellt. 

Wieviel von der durch Wagung bestimmten Restfliissigkeit vom Substrat 
als Quellfliissigkeit gebunden bzw. als Benetzungsfliissigkeit frei ist, liBt sich durch 
folgende Uberlegung erschlieBen: 

Auf Grund eines Vergleiches der 8. 439 in Tabelle XIV und XV zusammen- 
gestellten volumetrischen Versuche, darf man annehmen, da die Substrate in 
physiologischer Kochsalzlésung und in Serum gleich stark quellen, d. h. das gleiche 
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Tabelle XVIII. 





Substrat 1. Wagung 2 Wagung Restfliissigke it 

sco ~ g g 
ae) met abe 0,037 
acd i E990 1830 | 0,040 
om jf 1'816 1'861 0.045 
Ph-Ser. .)/ 1.607 1.646 0.039 

ji 1,407 1.451 0.044 
R.Ser. -)/ 1730 1841 0,051 


Flissigkeitsvolumen aufnehmen. Ferner wollen wir annehmen, daB die Substrate 
beim Quellen in Serum diesem eine Salzlésung entziehen, welche ungefaihr den 
Np einer physiologischen Kochsalzlésung hat. (Diese Annahme stiitzt sich darauf, - 
daB die Konzentration einer Salzlésung vom Verdiinnungsgrad der physiologischen 
Kochsalzlésung durch ein in ihr quellendes Substrat nicht erhéht wird, iibrigens 
auch dann nicht, wenn man relativ viel gréBere Substratmengen anwendet als 
dies z. B. bei den Versuchen 8. 435 Tabelle XI d—g geschehen ist. Nun kann man 
die GréBenordnung der vom Substrat aufgenommenen Quellfiissigkeit aus der 
Np-Zunahme berechnen, die eintritt, wenn in einem bekannten Serumvolumen 
eine bekannte Substratmenge quillt. 

In dem kleinen Bereich, iiber das sich unsere Rechnung erstrecken wird, gilt 
fiir den np eines Kochsalzlésung-Serumgemisches die Mischregel *): 
Vimy + Vang 


Vi+ V2 (1) 


n 


1) Die Voraussetzungen fiir die Anwendbarkeit der Mischregel (1) ergeben 
sich aus der folgenden Betrachtung: 

Man bezeichnet mit v das wahre und mit V das scheinbare Volumen einer 
Substanz und versteht unter dem Ausdruck: 


V ag U (2) 
die Raumerfiillung. 
Nach der Theorie von Clausius-Mosotti ist 
U Y 
7 KX. (3) 
wobei R die spezifische Refraktion und d die Dichte der Substanz bedeutet. Ein- 
setzen von (2) in (3) ergibt 7 
“a R-d 
und daher 
v=R-d-V. (4) 
Die Additivitat der wahren Volumina driickt sich aus durch: 
v= +, (5) 


wobei v, v, und v, das wahre Volumen des Gemisches bzw. seiner Bestandteile 
bedeutet. Fiihren wir nun in (5) fiir die wahren Volumina den Ausdruck (4) ein, 
so bekommen wir: 
R-d-V=R,:d,:V,+ R,:d,: V,. (6) 
Mit R, d und V sind spezifische Refraktion, Dichte und scheinbares Volum 
des Gemisches und mit den mit Indices versehenen Symbolen die entsprechenden 
GréBen der Bestandteile des Gemisches bezeichnet. 
Unter der Bedingung nun, da8 fiir die spezifische Refraktion mit geniigender 
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wobei » den Brechungsindex des Gemisches, n, und n, die Brechungsindices 
V, und V, die Volumina der Komponenten bedeuten. 

Wir wenden nun die Mischregel (1) so an, daB wir das unverianderte Serum als 
ein Gemisch des Quellserums!) und der Quellfliissigkeit ansehen und identifizieren 
also: 

n, und V, mit dem Brechungsindex bzw. dem Volumen des Quellserums, 

en es ae er Gp ‘a ses ‘ der Quellfliissigkeit u. 
Rie me se ele? fs des beniitzten, noch 
unveranderten Serums. 

Unter Beriicksichtigung der Beziehung 


V=V,+ 7, (2) 
lésen wir (1) nach V, auf und bekommen fiir das Volumen der Quellfliissigkeit 
den Ausdruck: 


V; - Ny— 7 V (3) 


Ny — Ng 
der in der Form 
Ve= Ay Vs (4) 
As 
geschrieben sei. 
Dabei ist Vs das Volumen des zum ungequollenen Substrat zugesetzten Serums 
A, = Np (Quellserum) — np (unverandertes Serum), 
A, = Np (Quellserum) — np (Quellfliissigkeit), 
und Vg das gesuchte Volumen der Quellfliissigkeit. 
Wenn wir nun gema8 unserer zweiten eingangs gemachten Annahmen den 
np der Quellfliissigkeit gleich dem einer physiologischen Kochsalzlésung (1,33485) 
setzten und fiir die anderen GréBen die spez. Werte aus den Versuchen S. 440 
Tabelle XVI und S. 441 Tabelle XVII einsetzen, ergibt die Ausrechnung folgendes 
fiir 4,, 4, und Vo: 


Annaherung der einfachste Ausdruck (als Arago-Biot-Gladstone-Briihlsche Kon- 
stante bekannt) 
| tar va (D 
gilt, geht (6) iiber in 
(n—1) V = (n,— 1) V, + (n»— 1) Vi, (7) 


wobei n, n, und n, die Brechungsindices, V, V, und V, die scheinbaren Volumina 
bedeuten. 
Daraus folgt fiir den Brechungsindex des Gemisches: 


c= Vin + Vz ng 2» V - (Vi + Vo) 


V ) (8) 

Unter der wetteren Bedingung nun, daB beim Mischen keine Volumkontraktion 
eintritt, also 

V=Vi+ Vz (i) 


ist, verschwindet das zweite Glied des Ausdruckes (8) und er geht iiber in unsere 
Form: 
‘ Vy mn, + Vang 
n= ea ee, (1) 


1) Das gleiche Serum, dem aber von einem in ihm gequollenen Substrat Quell- 
fliissigkeit entzogen wurde und dessen Konzentration daher zugenommen hat. 
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Tabelle XIX. 





Quellfliissigkeit 


Substrat 1, ie Ve= : Vs (Mittelwerte) 
+7 ccm 

+0,00060 +-0,01469 0,020 | 

Plac.I. .)) +0,00055  +0.01464 0.019 0,019 
| +40:00052  -+0,01532 0.017 J 
( +0,00038  +0,01511 0,013 | 

Pf.-Ser. 0.00041 +0,01514 0,013 0,014 
| +0.00049  -+0.01580 0015 =f 
| +(0,00043 +-0,01452 0.015 | 

R.-Ser.. ./) +0.00042 | +0.01451 0.014 0,014 
| +0,00036  +0.01497 | oo12 | 


Die so berechneten Werte der Quellfliissigkeiten schwanken fiir ein bestimmtes 
Trockenprotein nur innerhalb enger Grenzen, sind aber fiir verschiedene Praparate 
oft deutlich verschieden. 

Es sei bemerkt, da8 die hier aus nur 3 Versuchen gebildeten Mittelwerte 
iibereinstimmen mit den Mittelwerten einer ganzen Versuchsreihe, die fiir jedes 
Praparat 10 Versuche umfaBt. 

Nun beniitzen wir unsere erste Annahme, namlich daB die Substrate in physio- 
logischer Kochsalzlésung gleichstark quellen wie in Serum und finden durch Sub- 
traktion der mittleren Quellfliissigkeit des betreffenden Substrates von der durch 
Wagung ermittelten Restfliissigkeit die Benetzwngsfliissigkeit. In der folgenden 
Tabelle ist dies fiir die S. 444 Tabelle XVIII zusammengestellten Versuche durch- 
gefiihrt: 





Tabelle XX. 

Rest- Quell- Benetzungs- 
one flussigkelt | fliissigkeit flussigkeit 
eS 0,037 0,018 

Pla. I 4] O'oa0 0,019 | Son 
A f 0,045 0,031 
PE-Ser. .1! o'o3g | f0,014 oe 
x. ff oom 1) 0,030 
R.-Ser.. i 0.051 { 0,014 0.037 


Wir konnten die Werte der Tabellen XVIII und XIX unmittelbar beniitzen, 
obwohl die Quellfliissigkeit in Kubikzentimetern und die Restfliissigkeit in Gramm 
angegeben ist; denn das spezifische Gewicht einer physiologischen Kochsalzlésung 
weicht erst in der 3. Dezimale von dem des Wassers ab, so daB man 1 g = 1 ccm 
setzen darf. Ebenso konnte die bei der Quellung bekanntlich eintretende Volum- 
kontraktion vernachlissigt werden. 

Um nun die GréBenordnung des Fehlers kennenzulernen, den die Benetzungs- 
fliissigkeit schlimmsten Falles verursachen kann, sei die folgende Berechnung 
unter den ungiinstigsten Anfangsbedingungen angesetzt: 


Wir entnehmen also aus der Tabelle XVIII den gréften Wert fiir 


dio Restiiiesigkelt . . 1 we eh ee et eee ee ees V,= 0,051 
aus der Tabelle XIX den kleinsten fiir die Quellfliissigkeit. . . . Ve = 0,012 
und erhalten so eine méglichst groBe Benetzungsfliissigkeit . . .. Vz = 0,039 


Diesen Wert runden wir nach oben auf 0,04 ab. 
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Welchen EinfluB auf den np der Systemfliissigkeit es hat, wenn diese 0,04 com 
physiologischer Kochsalziésung zu den in meinen Versuchen angewendeten 0,5 ecm 
Fermentlésung oder Serum hinzukommen, ergibt sich aus der Mischregel (1). 
Fir den Fall einer 0,1 proz. Trypsinlésung vom np = 1,33522 haben wir also in 
(1) einzusetzen fiir n, 1,33522 


miihe OS 

»» My 1,33485 (np der physiologischen Kochsalzlésung) 

» Ve, 0,04 und erhalten fiir den Brechungsindex des Ge- 
misches Np 1,33519, also fiir n ny —(),00003; fiir den Fall des 


Serums setzen wir fiir 

n, 1,34965 ein, was einem menschlichen Serum von mitt 
lerem Brechungsvermégen entspricht; die iibrigen GréBen bleiben dieselben. 
Jetzt ergibt die Rechnung fiir 


n = 1,34855 und fiir » — n, 0 00110. 


Es zeigt sich also, daB bei Versuchen mit einer Fermentlésung, deren np von 
dem des Quellungsmittels (physiologische Kochsalzlésung) nicht sehr erheblich 
abweicht, der Einflu8 der Benetzungsfliissigkeit selbst unter den ungiinstigsten 
Annahmen zu vernachlassigen ist. 

Anders beim Arbeiten mit Serum: Wenn auch kaum solche np-Abnahmen 
zu erwarten sein werden, wie wir sie hier als Maximalwert fanden, so wird man 
doch mit einem EinfluB der Benetzungsfliissigkeit zu rechnen haben, der Beriick- 
sichtigung verlangt. Man kann sich hiervon leicht tiberzeugen, indem man den 
ny des unverdiinnten Serums vergleicht mit dem np des gleichen Serums, das man 
zu dem in der Kochsalzlésung gequollenen Substrat hinzugefiigt hat; regelmaBig 
beobachtet man np-Abnahmen, die bei Einhalten des Verhaltnisses: 0,5 cem Serum 
zu 0,01 g Substrat im Mittel von der GréBenordnung der unten wiedergegebenen 
sind: 





Tabelle XX1. 


Np verdtinnt 
™D ~ Np unverd. 

Serum unverdiinnt. . 1,34873 
Serum + Place. I 1.34844 0,00029 
+ Pf.-Ser. 1,34840 0,00033 
+ R.-Ser. 1,34843 0,00030 


gequoll. 


Die gréBten derartigen np-Abnahmen, die ich beobachtet habe, betrugen etwas 
mehr als 0,00060. 

Um zu verhindern, daB diese von der Beimischung der Benetzungsfliissigkeit 
zum Serum bedingten np-Abnahmen im Fermentversuch zur Fehlerquelle werden, 
kann man in verschiedener Weise vorgehen: 

Kommt es nicht darauf an, mit unverdiinntem resp. mit Serum bestimmter 
Konzentration zu arbeiten, so geniigt es, wenn man Vorsorge trifft, daB die erste 
np-Bestimmung nicht friiher erfolgte, als bis sich die Benetzungsfliissigkeit praktisch 
vollstandig mit dem Serun gemischt hat. Pregl und de Crinis geben daher die Vor- 
schrift, daB man nach dem Serumzusatz gut umzuschiitteln und bis zur ersten 
Np-Bestimmung 5—10 Minuten zu warten habe. Um ganz sicher zu sein, daB nicht 
etwa durch einen vor der ersten Bestimmung noch nicht vollendeten Konzentra- 
tionsausgleich ein Abbau ganz oder teilweise verdeckt werden kénne, verwende ich 
zur Unterstiitzung des Ausgleiches einen einfachen Mischapparat. Er besteht aus 
einer 2fach gelagerten Achse, die auBer der Antriebsrolle einen Korkstoppel von 
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ca. 60 mm Durchmesser tragt; der Kork ist an seiner Peripherie mit radiar angeord- 
neten Léchern versehen, in welche der Stiel F des 8. 433 abgebildeten GefaBhalters 
paBt. Den Antrieb besorgt ein kleiner Elektromotor mittels Schnuriibertragung. 
Ich bringe die beschickten Versuchsgliischen in ihren Haltern auf den Mischer 
und lasse sie bei etwa 17 Umdrehungen des Mischers per Minute 15 Minuten lang 
rotieren, bevor ich die Probe zur ersten np-Bestimmung entnehme. DaB damit 
eine praktisch vollkommene Mischung erreicht ist, erkennt man in der folgenden 
Zusammenstellung daran, daB der unmittelbar nach dem Mischen bestimmte 
np der Systemfliissigkeit in den folgenden 24 Stunden nicht weiter abnimmt. 
(Beachte die kleine np-Abnahme des Serums in der Kontrollprobe, die in Abzug 
zu bringen ist.) 


Tabelle XXII. 





Np; gleich nach Nps 





dem Mischen nach 24 Std. Bee ~ BO 

1,35082 1,35086 +-0,00004 

Je Ob cem Serum 1,35080 1.35077 —0,00003 
+ 0,01 g gequollenes 1,35077 1,35079 +0,00002 
Substrat, 5 Minuten 1,35086 1,35089 +0,00003 
am Mischer gemischt 1,35084 1,35080 —0,00004 
1,35075 1.35077 +-0,00002 

Kontrolle: Serum allein 1,35107 1,35103 —0,00004 


Eine andere, etwas umstindlichere Methode ist die, das dem Substrat nach 
dem Absaugen der Kochsalzlésung zugesetzte Serum nach griindlichem Mischen 
abermals abzusaugen und als ,,;Waschserum* zu verwerfen; dann erst wird der 
Versuch mit neuem Serum endgiiltig angesetzt. H. Meyer!) bedient sich dieser 
Methode des Waschens, die den Vorteil hat, daB man den Versuch mit praktisch 
unverdiinntem Serum macht. Ich verfahre dabei wie folgt: Nach dem Absaugen 
der Kochsalzlésung werden 0,5 bis 1 com?) des Serums zum gequollenen Substrat 
zugesetzt; hierauf kommen die Versuchsglischen fiir 5 Minuten auf den Mischer. 
Nach kurzem Zentrifugieren wird das Waschserum abgesaugt und die endgiiltige 
Beschickung vorgenommen, worauf ich gut umschiittle, abermals zentrifugiere 
und dann die Probe zur ersten npy-Bestimmung entnehme. 

Eine unter den ungiinstigsten Bedingungen angesetzte Rechnung ergibt, 
daB nach einmaligem Waschen mit 0,5 bzw. 1 cem Serum das Serum der endgiiltigen 
Beschickung eine np-Abnahme von héchstens 0,00008 bzw. 0,00004 erfahren kann’), 
Wie friiher zeigen die Versuche, dab die berechneten Maximalwerte nicht erreicht 
werden und diese Methode des einmaligen Waschens geniigt, wenn man mit unver- 
diinntem Serum arbeiten will. Als experimenteller Beleg mégen die Versuche 
der Tabelle XXIVa und b dienen, denen man entnehmen kann, daB der np des 
Serums der zweiten Beschickung, das man zu dem mit 0,5 ccm desselben Serums 
gewaschenen Substrat zugesetzt hat, in den folgenden 24 Stunden (bei 6fter 
wiederholtem Mischen) nicht mehr abnimmt. 


1) H. Meyer, diese Zeitschr. 114, 194. 1921. 

2) Je nachdem, wieviel zur Verfiigung steht. 

3) Der Ansatz ist so gemacht, da angenommen ist, es bleiben von der Koch- 
salzlésung 0,04 ccm als Benetzungsfliissigkeit zuriick; diese mischt sich mit dem 
Waschserum, von dem wieder 0,04 com zuriickbleiben mégen. Als np des ver- 
wendeten Serums ist 1,34965 angenommen. 
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Tabelle XXIII 
(aus den Werten der Tabelle XXIVa und b zusammengestellt). 





Dp ~ Xp, 





t Serum + Place. I } pont 
Kontrolle : Serum allein + 0,00003 
im ais hee Hrs 
Iv Serum + Pf.-Ser. +0,00010 *) 
\ a erie 0,00003 
VI Serum + R.-Ser. | 0,00001 
Kontrolle: | Serum allein 0,00002 


*) Zunahme infolge Verdunstens. 


Bei der rechnerischen Untersuchung der Fehlerméglichkeiten, die mit der 
Verwendung gequollener Substrate zusammenhingen, bin ich von Annahmen 
ausgegangen, die sich aus bestimmten Vorstellungen iiber die Quellung der Pregl- 
schen Trockenproteine ergaben. Es soll nun an einem Versuch, bei dem ich alle 
der Messung zugingliche GréBen bestimmt habe, gezeigt werden, daB die Ergeb- 
nisse einer unter diesen Annahmen angesetzten Rechnung in guter Ubereinstim- 
mung mit der Erfahrung stehen, womit ich sowohl die mittels dieser Annahmen durch- 
gefiihrte Fehlerdiskussion stiitzen als auch dartun will, daB die zugrunde liegenden 
Vorstellungen iiber die Vorgiinge bei der Quellung der Substrate berechtigte sind. 

Versuch: Je 0,01 g Substrat in exakt getrocknete Versuchsglischen eingewogen; 
Versuchsglischen + Substrat gewogen (1. Wagung). Dann physiologische Koch- 
salzlésung siedend zugesetzt und 30 Minuten am Wasserbad, hierauf 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur quellen lassen. np der Kochsalzlésung bestimmt (Np ,x)), diese 
dann abgesaugt und nun Versuchsglischen samt Inhalt neuerdings gewogen 
(2. Wagung). Je 0,5 cem Serum (Mensch normal) zugesetzt, 5 Minuten am Mischer 
gemischt und dann nach kurzem Zentrifugieren den np dieses Waschserums be- 
stimmt (np,w)). Waschserum abgesaugt und neuerdings 0,5 cem Serum zugesetzt. 
Glaschen wohlverschlossen (Verdunstungsmarke) in ihren Haltern bei Zimmer- 
temperatur liegenlassen; gleich nach der endgiiltigen Beschickung und dann alle 
8 Stunden fiir je 30 Minuten auf den Mischer gebracht. 24 Stunden nach der end- 
giiltigen Beschickung np- Bestimmung (np). Der np des verwendeten Serums wurde 
vor Versuchsbeginn (npj,)), zur Zeit der endgiiltigen Beschickung (np js,)) und nach 
dem Versuchsende (np,s,)) bestimmt. 


Tabelle XXIV a. 








DD (K) | Lp 
: der Koch- Dp (Ww) des Serums Ver- 
Substrat 1. Wagung 2 Wagung salzlésung des Wasch- der zweiten dunstungs- 
nach dem raums Beschickung marke 
g g Absaugen | nach 24 Std. 

[*) \ Plac. | 1,806 1,830 133498 134972 = 1,35001 gut 
Il aie 1,537 1,570 1,33498 § 1,34958 ‘134999 a 
MT |) pe gor,| 1,825 1,848 1.33497 | 1,34962  1,34988 
AD Baletcakd tas | 1,814 1,33498 | 1,34963 |, 1.34996 | schlecht 
V LR eae 1,806 1,823 1,33498 | 1,34964 1.34983 | gut 
FRY di crpenmaai 1,536 1,556 1,33497**) 1,34962  1,34985 | 


*) Versuch I und II ist mit einem, III bis VI mit einem anderen Serum gemacht. 
**) Der Rechnung zugrunde gelegt: np gq = 1.33498. 


IQ * 
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Tabelle XXIV b. 





Serum- 
kontrollen 
zu Versuch 


Dp (81) 
des Serums 
vor dem 


ND (82) 
des Serums 
zur Zeit der 
endgiiltigen 


Dp (83) 
des Serums 
nach dem 





Versuch Reushickend Versuch 
I und II 1.34996 1.34995 1,34998 
Ill bis VI 1,34985 1,34986 1.34984 


a) Indirekte Berechnung der Benetzungsfliissigkeit aus den Wdgungen und 
der ny-Zunahme von Serum, in dem man Substrate hat quellen lassen unter fol- 
genden Voraussetzungen: 

1. Die Substrate sind beschrinkt queilbare Kérper. 

2. Sie nehmen beim Quellen in physiologischer Kochsalzlésung und in Serum 
das gleiche Fliissigkeitsvolumen auf. 

3. Der Quellungszustand der in physiologischer Kochsalzlésung gequollenen 
Substrate andert sich in Serum nicht. 

4. Die Substrate entziehen beim Quellen in Serum diesem eine Lésung vom 
ungefaihren Brechungsvermégen einer physiologischen Kochsalzlésung (np =1,33485), 
wodurch die np-Zunahmen des Quellserums zu erklaren sind, weil 

5. die Substrate in physiologischer Kochsalzlésung und Serum praktisch 
unléslich sind. 

Unter der Voraussetzung 1|., 4. und 5. konnten wir aus den np-Zunahmen von 
Quellsera die Quellfliissigkeit berechnen und haben fiir die im vorliegenden Ver- 
such verwendeten Praparate folgende Mittelwerte gefunden (siehe 8. 446 Tabelle XX) 

fiir Plac. I. 0,019 cem 
»» Pf.-Ser. 0,014 ,, 
op Eeter. « 0,014 ,, 

Nun iibertragen wir die so ermittclten Werte unter der Voraussetzung 2. auf 
das Quellen in physiologischer Kochsalzlésung beim jetzt behandelten Versuch. 
Die Restfliissigkeiten sind uns aus den Wiagungen gegeben und so binden wir dic 
Benetzungsfliissigkeit unter der Voraussetzung 3. in jedem einzelnen Fall aus der 
Beziehung: Vi, Ve Ppa ¥, = ¥,— Ve (5) 

b) Direkte Berechnung der Benetzungsflissigkeit aus der np-Abnahme des 
Waschserums gegen den np des unverdiinnten Serums: Da uns diese Differenz 
1, = Np :s, — Nw) fiir jeden einzelnen Fall bekannt ist, kénnen wir die jedesmal 
vorhandene Benetzungsfliissigkeit auch unmittelbar finden, wobei nichts voraus- 
gesetzt wird als die Giiltigkeit der Mischregel (1) fiir Serum-Kochsalzlésunggemische. 

Die Anwendung der Forme! (1) ist hier schon deshalb ohne weiteres erlaubt, 
weil die allenfalls méglichen Abweichungen vom additiven Verhalten in der tol- 
genden Rechnung vernachlassigt werden kénnten; iiberdies ist es experimentell 
belegt, daB bei solchen Gemischen Proportionalitaét zwischen np und Konzentration 
besteht?). 

Fiir die Benetzungsfliissigkeit bekommen wir aus der Mischregel 

Vp - Vw}; 

A, 

1) Es bedeutet Ve... die Restfliissigkeit, Vy... die Quellfliissigkeit und 
V,... die Benetzungsfliissigkeit. 

*) Sieh Robertson, Die physikalische Chemie der Proteine (deutsch), 8. 317 u. f. 
Dresden 1911. 

8) Vol. 8. 444 Formel (4). 


(4a) 
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wobei Vy das zum Waschen zugesetzte Serumvolumen (0,5 ccm) bedeutet und 


A, = Np (unverd. Serum) — np (Waschserum) , 
Ag = Np (Waschserum) — np (Benetzungsfliissigkeit) ist. 


Die folgende Tabelle gibt nun die Gegeniiberstellung einerseits der indirekten 
Berechnung der Benetzungsfliissigkeiten unseres Versuches, die auf den Voraus- 
setzungen 1. bis 5. beruht und andererseits der direkten, bei der sich die Benetzungs- 
fliissigkeiten unmittelbar aus den np-Abnahmen der Waschsera ergeben: 


Tabelle XXV. 








Ve Vp Vp | 1, 1 | Ue nae 
I 0,024 0.019 0,005 0,00024 0,01474 0,008 —0,003 ) ~, 
Il 0,033 . 0,014 0,00038  0,01460 0,013 |} +0,001} — 
Il 0,023 0.014 0,009 0.00023 0,01464 0,008 + 0,001 s 
IV 0,023 ’ 0,009 0,00022 | 0,01465 0.007 +0,001 ( = 
V 0,017 0.014 0,003 0,00021  0,01466 0,007 0,004 | = 
Vi 0,020 } 0,006 0.00023  0,01464 0,008 0,002) > 


Die Ubereinstimmung der auf diesen verschiedenen Wegen gewonnenen 
Ergebnisse ist um so bemerkenswerter, als der durch Wagung ermittelte Wert der 
Restfliissigkeit sehr leicht mit einem Fehler behaftet sein kann, der entstehen muB, 
wenn beim Absaugen der Kochsalzlésung etwas Substrat verloren geht und die 
beiden gréBeren Abweichungen von 3 und 4 mg das diesem Fehler entsprechende 
Vorzeichen haben. 

Aus dem vorhergehenden hat sich also ergeben, daB die Verwendung der Pregl- 
schen Trockenproteine in gequollenem Zustande nicht nur angezeigt (bei verdiinnten 
Fermentlésungen) bzw. notwendig (beim Serum), sondern auch zuldssig ist, da 
man den Fehlerméglichkeiten, die das Hinzukommen von Quellungsmittel zur 
Systemfliissigkeit mit sich bringt, durch einfache MaBnahmen begegnen kann. 


Als Nebenergebnis zeigt die gute Ubereinstimmung der Versuchsresultate mit 
denen der Rechnung, daB die ihr zugrunde gelegte Vorstellung vom Quellungsvorgang 
und von der Quellbarkeit der Preglschen Priparate berechtigt ist. 

6. Zustandsdnderungen der Systemfliissigkeit: Da wir es beim Se1um mit einem 
Polydispersoid zu tun haben und auch die Trypsinlésung kolloid verteilten Stoff 
enthalt, besteht die Méglichkeit, da8 wahrend eines linger dauernden Versuches 
die Systemfliissigkeit spontanen Zustandsinderungen unterliegt; solche kénnen 
deshalb von Bedeutung sein, da das Brechungsvermégen eines Dispersoids u. a. 
von der TeilchengréBe der dispersen Phase abhangt'!). Es ist darum angezeigt, 
bei den Abbauversuchen als Kontrollprobe die Systemfliissigkeit ohne Substrat 
mitlaufen zu lassen. In den Versuchen mit 0,1 proz. Trypsinlésung ergaben die 
Kontrollen, die 24 Stunden unter den gleichen Bedingungen wie die Abbauproben 
gehalten wurden, keine die Fehlergrenze der Bestimmung iiberschreitenden 
Dp-Anderungen. Beim Serum kommen zwar unbedeutende, aber doch iiber der 
Fehlergrenze liegende np-Anderungen éfters vor, und zwar ergaben sich zwischen 
den np-Werten des Serums am Anfang (np, ) und am Ende (np,) von 24stiindigen 
Versuchen bei Zimmertemperatur normalerweise Differenzen wie die folgenden: 


1) Siehe G. Wtegner, Kolloid-Zeitschr. 20, 7. 1917. 
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Tabelle XX VI. 





Serum Np: -Dpi 
I +0,00002 
II —0,00004 
Normalserum 3 . II] —0,00007 
IV. = +-0,00002 
Vv 0,00003 


VI +-0,00005 

VII | 0,00004 

Schwangerenserum ¢ VIII +0,00004 
IX +0,00002 

X | 0,00001 

Diese np-Anderungen diirften wohl mit Zustandsinderungen der Serumkolloide 
zusammenhiangen, da sie trotz aller VorsichtsmaBregeln beziiglich guten Ver- 
schlusses der GefaiBe, méglichster Asepsis und gleichmaBigen Ablesens vorkommen. 
Man wird daher bei Versuchen mit Serum aus np-Anderungen, deren Betrag 
10 Einheiten der 5. Dezimale nicht iiberschreitet, noch keine Riickbeschliisse auf 
eine Fermentwirkung machen diirfen. 

7. Es ist offensichtlich, daf& Bakterienwachstum sehr verschiedene Verinde- 
rungen des Mediums nach sich ziehen kann, insbesondere auch Konzentrations- 
anderungen, sei es durch Entnahme von Nahrmaterial aus der Systemfliissigkeit 
oder durch Abgabe von Stoffwechselprodukten ; andererseits kann es auch dadurch 
zur Fehlerquelle werden, daB das Substrat durch Fermentwirkungen gelést wird, 
die mit den Bakterien, nicht aber mit dem Ferment zusammenhangen, das man zu 
untersuchen beabsichtigt. Méglichst aseptisches Arbeiten ist daher geboten. Man 
fiigt darum, wie Pregl und de Crinis es vorschreiben, die als Quellungsmittel beniitzte 
Kochsalzlésung siedend zu dem schon im Versuchsglischen befindlichen Substrat 
hinzu; auBerdem bringe ich das Glaschen samt Inhalt dann noch fiir eine halbe 
Stunde auf ein Wasserbad von ca. + 95°C. 

Sehr bequem ist es, sich beim Zusetzen der siedenden Kochsalzlésung eines 
Glaskolbens zu bedienen, der fest verschlossen und mit einem entsprechenden 
Steigrohr versehen, wenn man die Kochsalzlésung in ihm zum Sieden erhitzt, wie 
ein Heronsball wirkt, und durch das auBen umgebogene und zu einer Spitze aus- 
gezogene Steigrohr einen diinnen Fliissigkeitsstrah] austreten laBt. Das Absaugen 
der Kochsalzlésung, der Zusatz der Systemfliissigkeit und die Probeentnahme 
geschieht mit sterilisierten Pipetten. Serum, wenn solches als Systemfliissigkeit zur 
Verwendung kommt, wird unter aseptischen Kautelen gewonnen; dagegen laBt sich 
eine streng sterile Fermentlésung nicht herstellen. Ich habe aber bei unseren Ver- 
suchen mit Trypsinlésung keine Fehler beobachtet, fiir die ein Bakterienwachstum 
verantwortlich zu machen wire. Vom Zusatz eines Thymolkrystalles, wie ihn 
Pregl und de Crinis empfehlen, habe ich abgesehen und beschrinke mich auf die 
oben angefiihrten MaBnahmen, die fiir meine Versuchsbedingungen (Bruttempera- 
tur bei 1—2 Stunden Versuchszeit, Zimmertemperatur bei langerer Versuchszeit ) 
meiner Erfahrung nach zum Vermeiden stérenden Bakterienwachstums geniigen. 

Damit sind jene Fehlerquellen erledigt, die deswegen von besonderer Wicl tig- 
keit sind, weil sie bei nicht geniigender Beachtung ihrer Art nach dazu geeignet 
wiren, eine nicht stattgehabte Fermentwirkung vorzutauschen bzw. eine solche 
ganz oder teilweise zu verschleiern’). 

1) Hierher gehért auch die im folgenden Punkt 8 behandelte Abbaufahigkeit 
der Substrate, insofern sie die Voraussetzung fiir die Nachweisbarkeit einer Ferment- 
wirkung mit einem bestimmten Substrat ist. 
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Es folgt nunmehr die Besprechung jener Faktoren, von denen die AbbaugréBe 
bzw. die Gréfe der Ausschlige abhingt, mit denen die Methode eine stattgehabte 
Fermentwirkung anzeigt: ‘ 

8. Abbaufaihigkeit des Substrates. Um als Substrat fiir den Fermentversuch 
tauglich zu sein, muB das Trockenprotein in den angewendeten Lésungsmitteln 
sich spontan so wenig und unter der Einwirkung des Fermentes so stark lésen, 
daB die durch die spontane Léslichkeit bedingte np-Zunahme vernachlassigt werden 
kann gegeniiber der bei der fermentativen Lésung des Substrates eintretenden 
np-Zunahme. Daf die nach der Preglschen Vorschrift bergestellten Trocken- 
proteine diese Eigenschaft besitzen, zeigt der folgende Versuch: 

Versuch: Alle Versuchsgliaschen sind mit der gleichen Menge gequollenem 
Substrat beschickt (Trockengewicht 0,01 g); dazu enthalten die mit a bezeichneten 
Glaschen, je 0,5 cem einer Trypsinlésung in 0,86 proz. NaCl-Lésung mit !/,99.Normal- 
gehalt an Soda, die mit b bezeichneten Glaschen 0,5 cem derselben Kochsalz- 
lésung mit dem gleichen Sodagehalt. 

Am Beginn (np,) und am Ende der Versuchszeit (np,) wurde der Brechungs- 
index der Systemfliissigkeit bestimmt. 

Versuchszeit: Bei den Trypsinversuchen 13, bei den Kochsalzkontrollen 
24 Stunden. 

Versuchstemperatur: + 20C°. 

Ausfiihrung des Versuches nach Zeiteinteilung I (siehe 8S, 458). 


Tabelle XX VII. 





Substrate Rp, Qp, Dp: Xp: 

a | Piac I 1,33527 1,33675 +-0,00148 
I ac’ + 1.83497 «| ~=«1,88499 +-0,00002 
2 Plac. II 1,33528 1,33666 +-0,00138 
b ti : 1,33497 1,33501 +-0,00004 
tr * Plac. IU 1,33530 1,33678 +0,00148 
b ; ‘ 1,33497 1,33502 +-0,00005 

Iv @ | Pf.-Ser 1,33524 1,33682 +-0,00158 
b | i ae 1,33498 1,33501 +-0,00003 

y 4 H > Bee 1,33522 1.33679 +0,00157 
b Pe es 1.33499 1,33501 +0,00002 


Beziiglich des Besitzes dieser Eigenschaft bei anderen Versuchstemperaturen 
und Versuchszeiten verweise ich auf die Léslichkeitsversuche 8. 435 Tabelle X] 
und die noch folgenden Fermentversuche. 

Die Vergleichbarkeit der Resultate wird davon abhangen: 

a) Ob verschiedene Portionen eines auf einmal hergestellten Trockenproteins 
unter gleichen Umstanden gleich stark vom Ferment aufgelést werden und 

b) ob die Abbaufahigkeit des Praparates durch langere Zeit hindurch unver- 
andert bleibt. 

ad a) Inwieweit die erste Vorbedingung erfiillt ist, geht daraus hervor, daB bei 
meiner endgiiltigen Versuchsanordnung die Ausschlige der unter gleichen Um- 
stiinden mit einem Substrat angestellten Versuche innerhalb der Fehlergrenze 
von + 0,00005 iibereinstimmen!). 





1) Siehe die Fehlergrenzenversuche 8S. 427; die Ubereinstimmung innerhalb 
dieser Fehlergrenze nehmen wir im folgenden als Kriterium fiir geniigende Konstanz 
der in Betracht kommenden Faktoren. 
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ad b) Meine Erfahrung beziiglich der Haltbarkeit der Trockenproteine erstreckt 
sich auf einen Zeitraum von 18 Monaten und die Praparate Piacenta I und Trocken- 
Pferdeserum; die Abbaufaihigkeit dieser beiden Praparate hat sich in der an- 
gegebenen Zeit nicht merklich geaindert, obwohl sie nur lufttrocken und in einfach 
verschlossenen Eprouvetten ohne die VorsichsmaBregeln aufbewahrt worden 
waren wie Hirsch) sie empfiehlt. Jedenfalls ist es aber, wenn zeitlich weiter 
auseinanderliegende Versuchsergebnisse verglichen werden sollen, angezeigt, sich 
durch einen unter leicht reproduzierbaren Bedingungen angestel'ten Kontroll- 
versuch zu tiberzeugen, ob die Substrate noch gleich abbaufihig sind. 

9. Substratmenge. Ich wiege die zur Beschickung bestimmte Substratmenge 
auf der analytischen Wage und zwar bei einer absoluten Menge von 0,01 g auf 
+0,001 g genau. GréBere Genauigkeit der Einwage hatte keinen Sinn, da gelegent- 
liche kleine Substratverluste, trotz aller Vorsicht, beim Absaugen des Quellungs- 
mittels unvermeidlich sind. 

Von einer quantitativen Untersuchung des Einflusses der Anfangsmenge des 
Substrates konnte fiir meine Zwecke abgesehen werden, da die Konstanter- 
haltung dieses Faktors nicht weiter steigerungsfihig war und die eventuell 
durch geringe Abweichungen bedingten Fehler mit eingehen in den Fehler der 
Fehlergrenzenversuche. 

10. Korngréfe des Substrates. Nicht ausgeschlossen, ja sogar wahrscheinlich 
war es, daB die KorngréBe des Substrates von Einflu8 auf die AbbaugréBe sei. 
Man hat die KorngréBe innerhalb bestimmter Grenzen in der Hand, da man die 
Substrate, die nach dem Trocknen mit Alkohol und Ather meist bis etwa grieBkorn- 
groBe Kriimeln enthalten, in der Reibschale bis zu verschiedenem Feinheitsgrade 
zerreiben kann; je mehr man das Substratpulver zerreibt, um so gréBer wird die 
auBere Oberfliche, die es dem Ferment zum Angriff bietet. Um zu sehen, ob durch 
Verwenden sehr fein zerriebenen Substrates die AbbaugréBe gesteigert werden kénne, 
stellte ich folgenden Versuch an: 

Versuch: Je 0,01 g Substrat in die Versuchsglischen eingewogen, siedende 
Kochsalzlésung zugesetzt, 30 Minuten am Wasserbad und 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur quellen lassen; Kochsalzlésung abgesaugt und je lccm 0,1 proz. 
Trypsinlésung zugesetzt. Nach 10 Minuten Mischens erste np-Bestimmung (np,). 
Nun die Glaischen wohlverschlossen bei + 37° C liegen lassen; nach 1 Stunde 
15 Minuten neuerliche np-Bestimmung (np,). 

Substrat: Placenta I und zwar bei I und II von etwa GrieBkorngréBe, bei 
III und IV zu einem mehlfeinen Pulver zerrieben. 


Tabelle XXVIII. 








Substrat Dp, Dp, Np: ~ Xp, 
jae ee 1,383502 | 1,33552 +0,00050 
II grob.. 1.33497 | 1,33553 +-0,00056 
UI || Plac. I. 1.33493 | 1,33548 +0,00055 
IV fein. . 1,33493 1,33543 +-0,00050 


Man sieht, daB in beiden Fallen die np-Zunahmen von gleicher GréBenordnung 
sind, sich also die Ausschlige durch das Zerreiben des Substrates nicht steigern 
lieBen. Diese Unabhingigkeit der AbbaugréBe von der KorngréBe des Substrates 
innerhalb des untersuchten Bereiches mag darauf beruhen, daB durch die Quellung 
die innere Oberfliche der Substratpartikeln erschlossen und da das Substrat 


1) a. a. O. 














— 
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bei dem angewendeten Mengenverhaltnis im UberschuB vorhanden ist. Es hat 
sich mir als zweckmaBig erwiesen, das Substrat in nicht allzu fein geriebener Form 
zu verwenden, da die Verluste beim Absaugen der Kochsalzlésung.um so schwerer 
vermeidbar werden, je kleiner die Substratteilchen sind. 

11. Quellungszustand des Substrates. DaB der Quellungszustand des Substrates 
von EinfluB auf dessen fermentativen Abbau sein kann, ist bekannt. Durch 
Verwenden der Substrate im gleichen (fiir unsere Quellungsmittel praktisch maxi- 
malen) Quellungszustand ist dieser Faktor als Variable, die die Ausschlige der 
Methode beeinflussen kénnte, ausgeschaltet. 

12. Menge des fliissigen Anteiles des Systems. Da die np-Anderungen eine Funk- 
tion der Konzentrationszunahme sind, welche der fliissige Anteil des Reaktions- 
systems dadurch erfihrt, daB ein Teil des Substrates in Lésung geht, miissen sie 
bei gleicher AbbaugréBe abhaingig sein vom Fliissigkeitsvolumen, iiber das sich 
die geléste Substratmenge verteilt, und zwar wird der Sinn dieser Abhangigkeit 
so sein, daB die gleiche Menge gelésten Substrates sich in um so gréBeren np-Zu- 
nahmen ausdriicken wird, je kleiner das zur Verfiigung stehende Lésungsvolumen ist. 

tin Beispiel mag dies belegen: 

Versuchsausfiihrung wie Versuch 8. 454 Tabelle XXVIII. 

Substrat: Je 0,01 g Placenta I. 

Fermentlésung: 0,1 proz. Trypsinlésung. 

Menge der zugesetzten Fermentlésung bei I und II je 1 cem, bei IIT und IV 
je 0,5 cem 


Tabelle XX1X. 





Lésungs- 
volumen np, Np, Np. 2p, 
ecm 
I | 1 1,33496 1,33563 + 0,00067 
IT | 1,33497 1,33567 +-0,00070 
I | 05 1,33493 1,33611 +0,00118 
IV ip 1,33495 1.33615 +-0,00120 


Aus dieser Abhangigkeit der np-Zunahmen von der Menge der Systemfliissig- 
keit ergibt sich, daB man vergleichbare Resultate nur erreichen kann, wenn man 
mit genau abgemessenen Filiissigkeitsmengen arbeitet. Die Notwendigkeit, daB 
Lésungsvolumen méglichst konstant zu erhalten, verlangt es, daB man auch die 
zur ersten Np-Bestimmung dem Glaschen entnommene Fliissigkeitsprobe beriick- 
sichtige: Wenn daher das Lésungsvolumen (abgeschen von der Benetzungsfliissig- 
keit) z. B. 0,5 com betragen soll, beschicke ich das Glischen zunichst mit 0,55 cem 
von der Fermentlésung oder dem Serum mittelst einer in 0,01 ccm geteilten Pipette 
und entnehme ihm dann nach dem Mischen zur ersten np-Bestimmung eine Probe 
von 0,05 ccm, wozu ich eine Mikropipette mit einer Teilung in 0,001 ccm beniitze. 

Eine Uberschlagsrechnung, bei der man die np-Zunahme unter sonst gleichen 
Umstanden angenahert verkehrt proportional dem Volumen des fliissigen System- 
anteiles setzen kann, zeigt, daB im Falle sich bei 0,5 com Lésungsvolum eine np-Zu- 
nahme von 0,00100 ergiibe, diese um + 0,00010 von ihrem urspriinglichen Wert ab- 
weichen muB, wenn sich das Lisungsvolum um +0,05 ccm andert. Da nun, wie wir 
im vorigenAbschnitt gesehen haben’), die zu dem abgemessenen Fliissigkeitsvolumen 
hinzukommende Benetzungsfliissigkeit ungefaihr zwischen 0,01—0,04 ccm schwankt, 
wird dies nicht ohne EinfluB auf die Versuchsergebnisse bleiben kénnen?); diese 





1) Siehe S. 446 Tabelle XX und 8. 451 Tabelle X XV. 
2) Vgl. S. 443. 
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nicht zu vermeidende Fehlerquelle diirfte vor allem dafiir verantwortlich zu machen 
sein, daB auch fiir den mit allen VorsichtsmaBregeln ausgefiihrten Fermentversuch 
als Fehlergrenze + 0,00005 gesetzt werden muB 

Offensichtlich besteht die Méglichkeit, die Ausschlige, mit denen die Methode 
die Auflésung einer bestimmten Substratmenge anzeigt, durch Verminderung des 
Lésungsvolumens zu vergréBern und damit scheinbar die Empfindlichkeit der 
Methode zu steigern; unter 0,5ccm bin ich jedoch nicht heruntergegangen, da 
andererseits mit abnehmendem Fliissigkeitsvolumen der EinfluB der in gleicher 
Menge hinzukommenden Benetzungsfliissigkeit um so mehr hervortritt: Nehmen 
wir z, B. an, daB man imstande ist, das Lésungsvolumen innerhalb einer Grenze 
von + 0,025 ccm konstant zu erhalten und etwa wieder, daB bei 0,5 cem Lésungs- 
volum die np-Zunahme 0,00100 betriige, so ergibt die Rechnung folgende Werte 
fiir die absoluten und prozentualen Fehler des Resultates bei verschiedenen Lé- 
sungsvolumina: 


Tabelle XXX. 





Lésungsvolumen proz. Fehler 
0 


Dpe~ Dp absol. Fehler : 

ecm 7/0 

1 +- 0,025 0,00050 + 0,0000125 2,5 
0,5 + 0,025 0,00100 + 0,00005 5 
0,25 + 0,025 0,00200 +. 0,00020 10 


Dabei haben wir zur Vereinfachung die Annahme gemacht, daB die geléste 
Substratmenge unabhingig ist vom Lésungsvolumen; tatsaichlich geht aber im 
kleineren Volumen cet. par. weniger Substrat in Lésung, was die rel. Fehler mit 
abnehmender Fliissigkeitsmenge noch rascher wachsen laBt. Natiirlich gilt das- 
selbe, wie fiir die Benetzungsfliissigkeit auch fiir die anderen Fehlerquellen, die, 
wenn man auch den fliissigen Anteil des Reaktionssystems verkleinert, in gleichem 
MaBe bestehen bleiben. ; 

Es sei hier darum ausdriicklich betont, dap alle unsere Angaben iiber die GréBen- 
ordnung der bei der Methode méglichen Fehler nur gelten fiir eine Menge der System- 
fliissigkeit von 0,5 cem bei einer Substratmenge von 0,01 g. 

13. Beschaffenheit des Mediums. Die Forschungen iiber die Wirkungsbedin- 
gungen der Fermente haben gelehrt, daB die Fermentwirkungen von der Reaktion 
des Mediums, wie auch unter Umstanden von der Konzentration anwesender 
Neutralsalze abhingen; auch die Viscositaét des Mediums kann besonders bei 
makroheterogenen Systemen von Einflu8 sein. Bei der Untersuchung der Fehler- 
grenzen der Methode ergibt sich die Gleichheit dieser Faktoren von selbst, wenn 
man zu den einzelnen Abbauversuchen ein und dieselbe Fermentlésung nimmt. 
Auch hier ist an die Benetzungsfliissigkeit als Fehlerquelle zu denken; ihr EinfluB 
ist aber in diesem Falle im Vergleich zu dem unter 12. behandelten zu vernach- 
lissigen und kann, wenn man mit der Systemfliissigkeit vor der endgiiltigen Be- 
schickung in der 8. 448 geschilderten Weise einmal wascht, ganz ausgeschaltet 
werden, 

Je nach der Fragestellung kann man die Reaktion des Mediums in verschie- 
dener Weise bestimmen: Soll der Fermentproze8 bei bekannter und konstanter 
Wasserstoffionenkonzentration einhergehen, so wird man ein entsprechendes 
Puffergemisch anwenden; handelt es sich nur um das Herstellen gleicher Anfangs- 
bedingungen, so geniigt der Zusatz einer bestimmten Saure- bzw. Alkalimenge 
zur Fermentlésung. Das Medium meiner Trypsinversuche war eine physiologische 
Kochsalzlésung mit 1/;99) Normalgehalt an Soda. 

















Proteinen mittels des Kintauchrefraktometers., 457 


14. Fiir die Fermentkonzentration kommt, wenn man mit einer vorgegebenen 
Lésung arbeitet, wieder nur die Benetzungsfliissigkeit als Fehlerquelle in Betracht?); 
daB sie jedoch auch hier nicht von wesentlichem EinfluB auf das Versuchsergebnis 
sein kann, ersieht man aus der 8. 469 wiedérgegebenen Kurve, welche die Abhangig- 
keit der np-Zunahmen yon der Fermentkonzentration angibt, wobei ich hier unter 
,,Ferment‘‘-Konzentration: Gehalt einer Lésung an Fermentprdéparat verstehe*) 
Soll die Benetzungsfliissigkeit ganz ohne Einflu8 auf die Fermentkonzentration 
bleiben, so kann man die Kochsalzlésung durch Waschen vor der endgiiltigen 
Beschickung beseitigen. 

Da die Fermentpraparate stark hygroskopisch sind, miissen sie, wenn eine 
Lésung bestimmter Konzentration wiederhergestellt werden soll, vor dem Wiegen 
im Exsiccator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet werden. Trotzdem will die 
Bereitung von Fermentlésungen gleicher Wirksamkeit oft nur schwer gelingen, was 

15. mit dem veranderlichen Zustand der Fermentlisung zusammenhangt. 

’s handelt sich dabei um die bei Fermenten allgemeine Erscheinung des Alterns ; 
sie geht mit einer Abnahme der Aktivitat einher und zwar im allgemeinen 
um so rascher, je héher die Temperatur ist. Man darf daher, wenn Fermentlésungen 
zur Zeit des Versuches gleiche Wirksamkeit haben sollen, die seit der Herstellung 
der Lésung verflossene Zeit, sowie die Temperatur, bei der man sie aufbewahrt, 
nur in engen Grenzen schwanken lassen; andernfalls beobachtet man meist 
erhebliche Abweichungen zwischen den Versuchsergebnissen. Das Altern der 
Fermentlésung kann sich bei Zimmertemperatur schon in wenigen Stunden be- 
merkbar machen, so da man eine Fermentlésung kiihl (EKisschrank) aufbewahren 
muB, wenn sie fiir Versuche, die mehrere Stunden auseinanderliegen, gleich wirk- 
sam bleiben soll. 

16. Die Temperatur, bei der man den FermentprozeB vor sich gehen laBt, ist, 
wie bekannt, von wesentlichem Einflu8 auf seine Geschwindigkeit. Das Wirkungs- 
optimum fiir von Warmbliitern stammenden Fermente liegt meist um + 37° C. Wie 
ich aber schon 8. 452 erwahnt habe, ist es bei einer Versuchstemperatur von + 37°C 
nicht angezeigt, den Versuch linger als 2 Stunden laufen zu lassen; ich habe bei 
langerer Versuchsdauer 6fters grobe Fehler beobachtet, die offenbar mit Bakterien- 
wachstum zusammenhiangen. Es ist daher unter Umstinden giinstiger, bei etwa 
+ 20°C zu arbeiten und dafiir die Versuchsdauer auszudehnen. 

Ich halte die Versuchstemperatur innerhalb +0,5°C konstant, was sich fiir 
meine Versuchsbedingungen als geniigend erwies; ein Thermostat, wie er fiir 
bakteriologische Zwecke verwendet wird, mit einem einfachen Toluolregulator 
entsprach also allen Anforderungen. 

17. Zeit. Als wesentliche Bedingung gut iibereinstimmender Resultate erwies 
sich die genaueste Einhaltung aller zeitlicher Verhaltnisse: Erst nachdem ich nicht 
nur die eigentliche Versuchszeit (vom Einbringen des Versuchsglaischens in den 
Thermostaten bis zum Herausnehmen), sondern auch die notwendigen zeitlichen 
Abstainde zwischen den einzelnen Handgriffen, wie Zusatz der Fermentlésung 
zum Substrat, Probeentnahme usw. ganz genau einzuhalten gelernt hatte, kam ich 
zu einer Ubereinstimmung der Ausschlige bis auf +0,00005. Die gréBeren Ab- 
weichungen, die besonders beim Arbeiten mit stark wirksamen Fermentlésungen 
gleich auftraten, wenn weniger genau auf alle zeitlichen Abstande geachtet wurde, 
hangen offenbar damit zusammen, daB die schon wahrend des nach dem Ferment- 
zusatz notwendigen Mischens bzw. schon wihrend des Waschens beginnende 
Fermentwirkung im Augenblick der Probeentnahme nicht gleich weit fortgeschritten 


1) Vgl. 8. 443. 
2) Die Prozente bedeuten Gramme des Fermentpraparates in 100 cem der 


fertigen Lésung. 
E Fortsetzung auf S. 460. 
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Zeiteinteilung II. 
(Fiir Versuche mit einmaligem Waschen vor der endgiiltigen Beschickung.) 


E 
(n—1)"48 Kochsalzlisung absaugen 
50 1. Zusatz der Fermentlésung 
; } mischen 
D5 
56—58 Zentrifugieren; Absau- 
gen der Waschflissigkeit 
n® 0G 2. Zusatz der Fermentlisung; 


schiitteln 
02—04 Zentrifugieren 
05—06 Probeentnahme ; Be- 
schickung des Refrakto- 
meters 


n®@Q8 Versuchsglischen in den 
Thermostaten 
IT. 
n®18 Kochsalzlésung absaugen 
20 1. Zusatz der Fermentlisung; 
\ mischen 
25 


n» 26—28 1. Ablesung 26—28 Zentrifugieren; Absaugen 
der Waschfliissigkeit 
30 2. Zusatz der Fermentlésung ; 
schiitteln 
(Reinigen des Refraktometers) 32—34 Zentrifugieren 
35—36 Probeentnahme; _Beschik- 
kung des Refraktometers 
n> 88 Versuchsglischen in den Ther- 
mostaten usw. 


ist; ebenso wird nicht der gleiche Endpunkt erfaBt, wenn man sich beim Abbruch 
des Versuches mit dem Zentrifugieren, der Probeentnahme usw. verschieden lang 
aufhalt. 

Um diese sonst unvermeidlichen Abweichungen auszuschalten, arbeite ich 
nach einer Zeiteinteilung, die, je nachdem man das Substrat vor dem endgiiltigen 
Beschicken mit der Fermentlésung bzw. dem Serum wiascht oder nicht), etwas 
verschiedene Form annehmen muBte. 

Die Zeiteinteilungen sind von dem Gesichtspunkt ausgearbeitet, daB unter 
Einhalten der gebotenen Temperier- und Mischzeiten die einzelnen Versuche mit 
méglichster Ausniitzung der Zeit einander folgen kénnen?), wobei fiir jeden Hand- 
griff soviel Zeit gerechnet ist, daB er ohne Hast ausgefiihrt werden kann. Ich habe, 
da die Einhaltung bestimmter Zeitabstinde sich einmal als notwendig erwiesen 
hatte, das Arbeiten nach der Zeiteinteilung nie als Komplikation, sondern als 
Erleichterung empfunden, da sich die ohnedies notwendigen Handgriffe, wenn 
man sie immer in gleicher Weise ausfiihrt, ganz zwanglos so aneinanderreihen, wie 
die Zeiteinteilungen es angeben. 

1) Vgl. S. 447. 

2) Nur wenn die Versuchszeit (m—n) kiirzer als 2 Stunden sein soll, ist der 
fortlaufende Turnus gestért; in diesem Falle muB man die Versuchsreihe teilen 
und kann den Versuch III erst nach der 2. Ablesung des Versuchs IT anschlieBen. 
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18. Mischungsbedingungen: Da beim makroheterogenen System die Geschwin- 
digkeit, mit der die Lésungsprodukte aus der Umgebung des noch zu lésenden 
Substrates weggeschafft werden, bzw. das Fermentanes herantritt, eine wesentliche 
Rolle spielen konnte, stellte ich die Versuche teils so an, daB die beschickten Ver- 
suchsglaschen wahrend der Versuchszeit ruhig lagen, zum anderen Teil kamen die 
Glaschen auf den Mischer, der wihrend des ganzen Versuches in langsamem 
(3—5 Umdrehungen in der Minute) Gang gehalten wurde. Es zeigte sich, daB lang- 
dauernde Versuche bei Zimmertemperatur nur dann befriedigende Ubereinstim- 
mung der Resultate ergeben, wenn man den Mischer anwendet (vgl. 8. 447 Ta- 
belle X XI, Versuch C—F). Fiir die Versuche mit kurzer Versuchszeit bei Brut- 
temperatur erwies er sich als entbehrlich. 

Das Bisherige zusammenfassend will ich nun die Ausfithrung der Me- 
thode, wie sie sich aus der Untersuchung der Fehlerquellen ergab, kurz 
beschreiben: 

(Die eingeklammerten Seitenzahlen beziehen sich auf die Stellen im Text, an 
denen die hier nur angefiihrten Einzelheiten ausfiihrlich beschrieben und begriindet 
wurden. ) 

Das als Substrat beniitzte Trockenprotein wird auf seine spontane Léslichkeit 
geprift durch refraktometrische Untersuchung des Kochwassers (S. 434), sowie 
Priifung in der Systemfliissigkeit minus Ferment unter den Bedingungen des 
Fermentversuches (S. 432) und fiir tauglich gehalten, wenn 0,01 g Substrat in 
0,5cem Fliissigkeit eine np-Zunahme von héchstens 0,00005 bewirkt. 

Zum Versuch wiege ich 0,01 g Substrat lufttrocken auf +0,001 g genau ab 
und bringe es in ein gereinigtes (S. 433) und getrocknetes Versuchsglaschen (S. 433). 
Nun wird dieses mittels einer Spritzvorrichtung (S. 452) mit siedender physio- 
logischer Kochsalzlésung voll gefiillt und auch der Glasstoppel zwecks Steri- 
lisierung mit der siedenden Kochsalzlisung abgespritzt. Leicht verschlossen 
kommt das Versuchsglischen nun fiir eine halbe Stunde auf das Wasserbad 
(ca. +95° C) und bleibt dann noch mindestens ebensolange bei Zimmertemperatur 
stehen. Die weiteren Handgriffe geschehen nun in genau bestimmten zeitlichen 
Abstanden nach einer Zeiteinteilung: 

a) Bei Versuchen ohne Waschen des gequollenen Substrates mit der Ferment- 
lésung bzw. dem Serum nach Zeiteinteilung I (S. 458): 

Von dem praktisch maximal gequollenen Substrat wird die Kochsalzlésung 
méglichst vollstindig und unter méglichstem Vermeiden von Substratverlusten nach 
kurzem Zentrifugieren abgesaugt (S. 443) und nun werden 0,55 com Fermentlésung 
bzw. Serum zugesetzt. Dann kommt das so beschickte Glaschen in seinem Halter 
(S. 433) auf den Mischer (S. 447). Nach 5 Minuten Mischens mit ca. 15—17 Um- 
drehungen in der Minute wird kurz zentrifugiert oder man ]éBt das Substrat sich 
einfach absetzen und dann erfolgt die Probeentnahme zur ersten np- Bestimmung. 
Bei diesem Verfahren ist die zugesetzte Fermentlésung bzw. das Serum durch 
0,01—0,04 cem physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt. 

b) Bei Versuchen mit einmaligem Waschen vor der endgiiltigen Beschickung 
nach Zeiteinteilung IL (8. 460): 

Nach dem Absaugen der Kochsalzlésung wird 0,5—lecm Fermentlésung 
bzw. Serum zugesetzt, 5 Minuten gemischt, dann, nachdem sich das Substrat 
gesenkt hat oder zu Boden zentrifugiert wurde, diese ,, Waschfliissigkeit“* abgesaugt 
und verworfen. Nun erst wird das Glaschen endgiiltig beschickt wie friiher, dann 
wird umgeschiittelt und nach dem Absetzen des Substrates oder kurzem Zentri- 
fugieren die Probe zur ersten Bestimmung entnommen. 

Und zwar entnehme ich dem beschickten Glischen eine abgemessene Fliissig- 








. 
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keitsprobe von 0,05 ccm, so daB 0,5 +- (0,025 + 0,015) ccm!) Systemfliissigkeit 
zuriickbleibt. In der entnommenen Probe wird nun der Brechungsindex mittels 
des Pulfrichschen Eintauchrefraktometers mit Hilfsprisma in der im Abschnitt Ia 
angegebenen Weise bestimmt. Hier sei nur kurz nochmals hervorgehoben, daB ich 
eine Temperierzeit von 20 Minuten einhalte und als endgiiltigen Wert das Mittel 
aus 10 wie 8.423 angegebenen Ablesungen nehme. Beim Arbeiten mit Serum 
nehme ich die erste und die zweite np- Bestimmung bei gleicher Spiegel- und Blenden- 
stellung vor. Gleich nach der Probeentnahme wurde das Versuchsglaschen sorg- 
faltig verschlossen und nach Anbringen einer ,,Verdunstungsmarke (S. 434) 
in seinem Halter befestigt; bei einer auf +0,5° C bestimmten Versuchstemperatur 
wird es dann wahrend einer Versuchszeit m—n entweder ruhig horizontal hin- 
gelegt oder mittels des Mischers langsam bewegt (8—5 Umdrehungen in der 
Minute). Bei einer Versuchstemperatur von +37° C dehnte ich die Versuchsdauer 
héchstens auf 2, bei Zimmertemperatur bis zu 24 Stunden aus. Nach Ablauf der 
Versuchszeit wird zunichst die Verdunstungsmarke kontrolliert und wenn bei 
Bruttemperatur gearbeitet wurde, das Glischen unter dem Strahl der Wasser- 
leitung rasch abgekiihlt. Nach dem Absetzen des Substrates oder kurzem 
Zentrifugieren nimmt man die zweite np-Bestimmung in einer zweiten kleinen 
Fliissigkeitsprobe vor. 

Aus der Diskussion der Fehlerquellen ergab sich, daB man unter diesen Voraus- 
setzungen von np-Zunahmen iiber 0,00010 angefangen auf eine fermentative 
Auflésung des Substrates schlieBen darf. 


Fehler des Fermentversuches. 


Es folgen nun einige mit dieser Methodik ausgefiihrte Versuche, wie ich sie 
zur Ermittelung der Genauigkeit des Verfahrens angestellt habe, und zwar sei von 
mehreren Versuchen immer nur der mit der besten und der mit der schlechtesten 
Ubereinstimmung der Resultate wiedergegeben: 

Als Fermentlésung diente zu diesen Fehlerversuchen eine 0,1 proz. Trypsin- 
lésung in physiologischer Kochsalzlésung mit einem Sodazusatz zu !/,999 Normal- 
gehalt, als Substrat Plac. I. 

(Bei den zeitlich oft weiter auseinanderliegenden Versuchen war zur Bereitung 
der Trypsinlésung die jeweils vorratige physiologische Kochsalzlésung beniitzt 
worden, deren etwas wechselnde Konzentration schuld an den nicht iibereinstim- 
menden Anfangs-np-Werten der Fermentlésungen ist. Da die Mittelwerte der 
Ausschlige bei gleichartigen Versuchen voneinander abweichen, kommt daher, 
weil die Zeit vom Bereiten der Fermentlésung bis zum Versuchsbeginn nicht immer 
die gleiche war.) Die 4 Untersuchungen jedes Versuches sind unmittelbar hinter- 
einander nach Zeiteinteilung 1 gemacht. 

Zuniachst sieht man beziiglich der Anwendung des Mischers, daB bei den 
langerdauernden Versuchen mit niederer Versuchstemperatur die Ausschlige 
unvergleichlich besser iibereinstimmen, wenn man sich des Mischers bedient, als 
wenn man die Versuchsglischen ruhig liegen laBt: Ich mache daher solche Versuche 
nie ohne Mischer. Die ohnedies gute Ubereinstimmung bei den kurzdauernden 
Versuchen mit hoher Versuchstemperatur lieB sich durch Anwenden des Mischers 
nicht weiter verbessern. 

Wir haben also mit einem mittleren Fehler der einzelnen Untersuchung von 
+0,000014 bis +0,000045 und gréBten Abweichungen vom wahrscheinlichsten 
Wert bis 0,00005 zu rechnen. Das gilt auch fiir Versuche nach Zeiteinteilung II. 


1) Der eingeklammerte Anteil entspricht der Benetzungsfliissigkeit; vg). 
S. 446 Tabelle XX und 8. 451 Tabelle XXV. 
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Die eingangs gestellte Frage: Wie genau ist der zur Beobachtung gelangende 
Effekt definiert? ist somit dahin zu beantworten, daB die Ausschlaige, mit denen die 
in der angegebenen Weise ausgefiihrte Methode eine Fermentwirkung unter gleichen 
Umstinden anzeigt, innerhalb eines Fehlerbereiches von +-0,00005 iibereinstimmen. 


II. Welche Wirkungsweise des Fermentes erfaBt die Methode ? 


Man kénnte diese Frage zunichst vielleicht fiir trivial halten, da es ja ganz 
durchsichtig zu sein scheint, daB die beobachtete np-Zunahme eine Folge der 
Konzentrationszunahme ist, welche der fliissige Anteil des Reaktionssystems 
erfahrt, wenn das Substrat in Lésung geht und daB man also die Auflésung des 
koagulierten Proteins beobachtet. 

Die Frage ist aber nur im Versuch zu beantworten, weil auch das schon geléste 
Substrat unter der fortdauernden Einwirkung des Fermentes Veriainderungen 
unterliegt. Diese bestehen in chemischen Veranderungen, bei denen die hydro- 
lytische Aufspaltung der Lésungsprodukte zu immer einfacheren EiweiSbausteinen 
vorherrschen, welcher ProzeB begleitet ist von verschiedenen physikalischen 
Zustandsinderungen, insbesondere von einer Zunahme des Dispersititsgrades. 
Da der Brechungsindex nicht bloB von der Konzentration und Art der in Lésung 
befindlichen Atome abhangig ist, sondern unter Umstinden die Bindungsweise 
der Atome im Molekiil ihren EinfluB geltend machen kann, kann man molekulare 
Umsetzungen, wie sie beim EiweiBabbau vor sich gehen, nicht ohne weiteres ver- 
nachlassigen. So haben Obermayer und Pick!) gezeigt, daB geléste Stoffe der EiweiB- 
gruppe unter der Einwirkung von Fermenten ihren Brechungsindex andern; 
insbesondere finden diese Autoren, daB bei der ,, Proteolyse“ im engeren Sinne (Pep- 
sin) keine np-Anderungen auftreten; hat aber das Ferment auch eine ,,peptolytische“‘ 
Komponente (Trypsin), so nimmt der np mit fortschreitendem EiweiBabbau zu: 
Es gilt also nach Obermayer und Pick nur fiir die Produkte der Pepsinverdauung, 
daB der np des ungespaltenen EiweiBkérpers gleich ist dem np der Summe der 
Spaltprodukte; fiir die Produkte der tryptischen Verdauung ist er gréBer. Ich 
muBte also beim Arbeiten mit Trypsin auf das Zutagetreten der Abhiangigkeit 
des np von der chemischen Konstitution gefaBt sein. 

Ferner muB eine Beziehung bestehen, die bei gegebener Lichtwellenlange den 
Brechungsindex mit der TeilchengréBe verbindet °). 

Ganz allgemein ist also die np-Zunahme (4 np) des fliissigen Anteiles unseres 
Systems eine Funktion von 3 Variabeln: 


Anp = f(C; K; R) (6) 


nimlich von der Konzentration (C) des fliissigen Systemanteiles an Lésungspro- 
dukten, dann einer mit der chemischen Konstitutionsinderung des schon Gelésten 
zusammenhaingenden GréBe (K) und der TeilchengréBe (R). Nur wenn die Ab- 
hangigkeit von K und R gegeniiber der von C zu vernachlassigen ist, d. h. innerhalb 
der Fehlergrenze des Versuches fallt, kann man statt (6) als Naherung schreiben: 

A np = f(C) (7) 
und sagen, daf die Methode die Auflésung und nur die Auflésung des Substrates 
zur Beobachtung bringt; anderenfalls ist eine beobachtete np-Zunahme durch die 
Abhangigkeit von den obigen 3 Variablen bestimmt, deren Einflu8 nicht ausein- 
anderzuhalten ist. 


1) Obermayer und Pick, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 331. 1906. 
*) Vgl. G. Wiegner, Kolloid-Zeitschr. 20, 7. 1917. 
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Mit welcher von diesen beiden Méglichkeiten zu rechnen sein wiirde, lie sich 
nicht voraussagen, da dies von den besonderen Versuchsbedingungen') und dem 
Bereich abhangen konnte, iiber das sich die Beobachtung erstreckt. Ich stellte 
daher zur Entscheidung dieser Frage die folgenden Versuche an: 

1. 2,5 g7) Pepton e carne (Merck) wurde in physiologischer Kochsalzlésung 
zum Volumen von 50 cem gelést und der np der Lésung bestimmt; ferner wurde 
eine 0,2 proz. Trypsinlésung in physiologischer Kochsalzlésung mit einem Soda- 
zusatz zu 4/5) Normalgehalt bereitet und auch deren np bestimmt. Von diesen 
Lésungen wurden gleiche Teile gemischt und 20 Minuten spater in kleinen Proben 
der np des Gemisches bestimmt (np,). Nun blieben die Pepton-Trypsingemische 
24 Stunden bei +20° C wohlverschlossen und lichtgeschiitzt stehen, worauf aber- 
mals ihr np bestimmt wurde (np,). 


Tabelle XXXII. 





Dp, Dp, Upe ~ Dp, 
| ‘Trypsiniésung ( 4 33804 133820 | —0,00004 
|) + Peptonlisung ; bho pamine ’ 
. I mu gleich. Teilen |; 1,88821 1,33820 0,00001 
Trypsinlésung oimire mnie F 
Il ‘allein 1.33525 1.33524 0,00001 
eli 134116 134117 :-0,00001 


Brechungsindex des Gemisches aus den Anfangswerten von III und IV be- 
rechnet: 1,33820. 


Es traten keine nennenswerten np-Anderungen, sicher keine np-Zunahmen ein, 
Solche sind auch fiir die ersten 20 Minuten (vor der ersten np-Bestimmung) aus- 
zuschlieBen, da sich aus den bekannten Brechungsindices der Pepton- und der 
Trypsinlésung nach der Formel (1) fiir den np der Gemische ein Sollwert von 
1,33820 in Ubereinstimmung mit den gefundenen Werten ergibt. Ein analog r 
Versuch von 2stiindiger Dauer bei Bruttemperatur hatte das gleiche Ergebnis. 
Der Ausfall dieser Versuche gewinnt fiir die Methodik insofern Bedeutung, als bei 
Obermayer und Pick die np-Zunahmen, welche unter ihren Versuchsbedingungen 
bei tryptischer Verdauung von Peptonlésungen auftraten, um so gréBer wurden, 
je konzentriertere Peptonlésungen sie nahmen. Meine Peptonlésung hat nun 
einen um 0,00630 héheren np als das Lésungsmittel (physiologische Kochsalz- 
lésung), wahrend die durch die Lésungsprodukte der Substrate in meinem Versuchs- 
bereich bewirkten np-Zunahmen héchstens 0,00150 betragen: Man kann also 
(ungefahr gleichen refraktometrischen Index des Pepton e carne und der Lésungs- 
produk.e unserer Substrate vorausgesetzt) annehmen, da auch die auf die 
Halfte verdiinnte Peptonlésung viel konzentrierter ist als die Lésung der Abbau- 
produkte des Substrates selbst am Ende eines Versuches; es ist also um so weniger 


1) So konnte Robertson, Journ. of biol chem. 12, 23. 1912, eine Methode zur 
quantitativen Bestimmung der Trypsinwirkung, bei der die Menge des noch fiall- 
baren Caseins refraktometrisch bestimmt wird, darauf griinden, da sich bei einer 
Alkalinitat von 80+ 10° ° Aquivalenten Na auf 1 g Casein der np durch tryptische 
Verdauung nicht andert (zit. nach Oppenheimer). 

) Die Peptonlésung war nicht ganz 5 proz., da sich ein kleiner Rest des Peptons 
nicht lésen wollte, von dem die Lésung vor dem Gebrauch durch Zentrifugieren 
befreit wurde. 


30* 
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zu erwarten, daB bei dieser Lésung geringerer Konzentration durch den weiteren 
Abbau des gelésten Substrates eine np-Zunahme bemerkbar werden sollte. 

Indessen beantworten diese Versuche die Frage nicht zwingend, da sich ihr 
Ergebnis nur durch einen Analogieschlu8 auf meine Versuchsbedingungen iiber- 
tragen ]aBt, weshalb ich noch einen zweiten Versuchsweg einschlug: 

2. Es wurde ein gewoéhnlicher Fermentversuch angesetzt, aber mit gréBeren 
absoluten Mengen und zwar mit 0,1 g Substrat und 5ccm Trypsinlésung (wie 
sonst 0,1% Trypsin in physiologischer Kochsalzlésung mit einem Sodazusatz zu 
1/4000 Normalgehalt; Versuchstemperatur +-36° C; m—n = 3 Stunden. Dabei ergaben 
sich die np-Zunahmen: np, —Np,. Nun wurde diese Systemfliissigkeit von dem 
noch ungelésten Substrat durch Zentrifugieren befreit, in andere Versuchsglischen ge- 
bracht und wohlverschlossen weitere 24 Stunden bei +-20° C stehengelassen. Hierauf 
wurde wieder der np bestimmt und nachgesehen, ob er sich geaindert habe: np, — np, - 
Da die Systemfliissigkeit am Ende der ersten Versuchsperiode neben dem Ferment 
Lésungsprodukte in allen Stadien des Abbaues also auch erste Abbausiufen ent- 
halten muBte, erfaBt diese zweite Versuchsperiode jene Verinderungen allein, 
welche die Lésungsprodukte unter der fortdauernden Einwirkung des Fermentes 
erfahren und die sonst gleichzeitig mit dem Lésungsvorgang einhergehen. Voraus- 
setzung ist natiirlich, daB das Ferment in der zweiten Versuchsperiode noch wirk- 
sam ist; davon iiberzeugte ich mich, indem ich mit einem Teil der vom ersten Sub- 
strat befreiten Systemfliissigkeit einen zweiten Abbauversuch ansetzte: 0,5 ccm 
der Systemfliissigkeit wurden zu 0,01 g frischem Substrat in der gewohnlichen Weise 
zugesetzt und im Versuchsglischen bei +20° C liegen gelassen; nach 16 Stunden 
wurde der np bestimmt (np,). 


Tabelle XXXITII. 

























Substrat Mp, Dp, DD, Nps— Np, Op, Nps — Dp, 


I Plac. I | 1,33513 | 1,33648 1,33647 |—0,00001]) 1,33762 
If Plac. IT) 1,33510 1,33667 |{+0,00157] 1,33668 |+-0,00001] 1,33760 





+0,00114 
+-0,00093] 





Der Versuch zeigt eindeutig, daB der weitere Abbau der Lésungsprodukte, 
den man annehmen muB, da das Ferment in der zweiten Versuchsperiode noch 
stark wirksam war (beachte: np,—np,), ohne EinfluB auf den np der System- 
fliissigkeit bleibt (siehe np, — np,), auch wenn diese mehr Lésungsprodukte ent- 
halt (siehe np, — np,) als die Systemfliissigkeit am Ende eines Fermentversuches 
unter den gewoéhnlichen Bedingungen. Analoge Versuche mit kiirzerer zweiter 
Versuchsperiode bei Bruttemperatur hatten das gleiche Ergebnis. 

Es lapt sich also sagen: Unter den gegebenen Versuchsbedingungen und innerhallt 
eines Ausschlagbereiches bis A ny = 0,00150 ist die np-Zunahme nur eine Funktion 
der gelisten Substratmenge. Die Methode bringt also ausschlieBlich und rein die 
fermentative Lésung der koagulierten Proteine zur Beobachtung, wogegen sich der 
Abbau der Lésungsprodukte der Beobachtung entzieht. 


III. Was fiir eine Funktion der gelésten Substratmenge ist die Zunahme 
des Brechungsindex ? 

Um aus einer beobachteten np-Zunahme (4 np), von der wir nun wissen, daf 
sie im vorliegenden Falle nur von der Konzentration (C) an Lésungsprodukten 
bedingt ist, einen quantitativen RiickschluB auf die geliste Substratmenge ziehen 
zu kénnen, miissen wir die Form der Funktion (7) bzw. 


nn =f(C) +k (8) 


kennen. 
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Diese Beziehung zwischen der Konzentration einer Lésung und ihrem Bre- 
chungsindex ist im allgemeinen keine lineare; nur wenn fiir spez. Kombinationen 
von Geléstem und Lésungsmittel gewisse Bedingungen (siehe 8. 465 Anm. 1) zu- 
treffen, laBt sie sich durch eine lineare Formel mit gréBerer oder kleinerer Genauig- 
keit approximieren. Da fiir eine Reihe von EiweiBkérpern in wiisseriger, salz- 
haltiger Lésung gefunden wurde+), da8 der np solcher Lésungen sehr angenihert 
proportional mit der Konzentration zunimmt, werden wir dies auch fiir die 
Lésungs- bzw. Abbauprodukte unserer Substrate erwarten. Immerhin war es 
doch notwendig, sich iiber den Grad dieser erwarteten Annaherung in unserem 
besonderen Fall durch den Versuch zu unterrichten. 

Zu diesem Zweck stellte ich einen gewéhnlichen Fermentversuch, aber mit 
1 gSubstrat (Plac. I) und 50 ccm Trypsinlésung an (Versuchstemperatur +37,5° C; 
m—n = 1 Stunde 15 Minuten). Nach dem Abbrechen des Versuches wurde die 
Systemfliissigkeit durch Filtrieren von dem restlichen Substrat befreit und von 
ihr unter allen gebotenen VorsichtsmaBregeln eine Anzahl Verdiinnungen mit 
physiologischer Kochsalzlésung hergestellt, deren Brechungsindices in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt sind; die Konzentration (C) ist in Bruchteilen der Kon- 
zentration der unverdiinnten Systemfliissigkeit angegeben, die gleich 1 gesetzt 
wurde. 

Schreiben wir die erwartete lineare Beziehung zwischen np und C als 

Np = a° C + k ’ (9) 
so ist a eine MaBkonstante und k der Brechungsindex des Lésungsmittels?). 





Tabelle XXXIV. 








ue 1,33600 

oe ae = k 

1 | 1,33606 0,00133 | 

0,9. | 1,33594 | 0.00134 | . 
0,75 | 1,33570 | 0,00129 Sh 
06 | 1,33552/ 0.00132 | /1,33473 § 
0,5 | 1;33539 0.00132 R 
0.4 | 1,33527 | 0,00135 § 
0,25 | 1/33506 0.00132 





Die befriedigende Konstanz 
von a bestitigt die lineare Ab- 
hangigkeit, was noch durch die 
nebenstehende graphische Darstel- 233590 + 
lung des Vuiliihie ‘eninieaatiead ee 
werden mag: sundaes 

Wir sehen, daB die gefundenen n-Werte, trotz der Fehler, welche die Herstellung 
der Verdiinnungen mit sich bringt, innerhalb der Fehlergrenze der Fermentversuche 
mit dem linearen Verlauf iibereinstimmen, so daB man also die np-Zunahme propor- 
tional der Konzentrationszunahme setzen und als MaB der gelisten Substratmenge 
ansehen kann. 


1) Literatur siehe bei Robertson, Die physikalische Chemie der Proteine 
(deutsch), S. 317 u. ff. Dresden 1912. 

2) Wenn die Konzentration in Prozenten (Gramm Geléstes in 100 cem der 
Lésung) gegeben ist, so bedeutet a die np-Zunahme, welche das Auflésen eines 
xramms des betreffenden Stoffes in 100 cem des Lésungsmittels bewirkt. 
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IV. Inwieweit lassen sich Aussagen tiber die Fermentkonzentration 
machen ? 


Die np-Zunahme ist, da sie der gelésten Substratmenge proportional ist, ein 
MaB fiir den bei Gegenwart des Fermentes erfolgten Umsatz. Wenn man von diesem 
auf die Eigenschaften der Fermentlésung schlieBen will, ist zu bedenken, daB das 
Wesen der Fermentwirkung als die Beschleunigung eines, wenn auch unmerklich 
langsam, spontan verlaufenden Vorganges anzusehen ist. Die Wirkungsstarken 
von Fermentlésungen sind also nicht anders als an der Beschleunigung des unter- 
suchten Vorganges zu messen bzw. zu vergleichen. 

Dies kann in theoretisch einwandfreier Weise nur geschehen entweder, indem 
man in Fortschrittsversuchen!) den zu verschiedenen Zeiten erreichten Umsatz 
bestimmt, woraus sich auf Grund des Zeitgesetzes der Reaktion ihre Geschwindig- 
keitskonstante berechnen laBt oder, auch ohne Kenntnis des Reaktionsverlaufes, 
durch Vergleich der Zeiten gleichen Umsatzes, deren reziproke Werte den Ge- 
schwindigkeitskonstanten proportional sind; dies jedoch nur unter der Bedingung, 
da sich das unbekannte Zeitgesetz durch den Zusatz des Fermentes in seiner 
Form nicht andert?). Der weitere Schlu8 von den an dem Unterschied der Ge- 
schwindigkeitskonstanten gemessenen relativen Wirkungsstarken auf die relativen 
Fermentkonzentrationen erforderte die Kenntnis der Beziehung zwischen Ferment- 
konzentration und Wirkung, die gesondert zu ermitteln ware, da es nicht auf die 
Konzentration des Tragers der Fermentwirkung, sondern auf die Konzentration 
des wirksamen Agens ankommt, wobei unter Umstanden an Ferment-Substrat- 
bindungen im Sinne der Theorie von Michaelis*) zu denken ist und auch 
noch andere Komplikationen eintreten kénnen; bei einem makroheterogenen 
System speziell kann, wie Griitzner*) ausfiihrt, die Zah] der auf die Substratober- 


flache wirkenden Einheiten nur Vn? mal zunehmen, wenn ihre Konzentration in 
der Volumeinheit der Lésung auf das n-fache angewachsen ist. 

Handelt es sich jedoch nicht um die Messung der Fermentwirkung in ihrem 
rationalen Ma, sondern lediglich um den Vergleich von relativen Fermentkonzen- 
trationen, so kann man entweder in einem Reihenversuch diejenige Verdiinnung 
der zu untersuchenden Fermentlésung ermitteln, welche unter denselben Versuchs- 
bedingungen gleich wirksam wie eine Vergleichslésung ist oder man kann fiir 
spezielle Zwecke auch die im allgemeinen verpénten, nach gleichen Zeiten ab- 
gebrochenen Versuche zur Bestimmung der Konzentration eines Fermentes wie 
folgt beniitzen: Man stellt eine Anzahl Versuche unter sonst ganz gleichen Be- 
dingungen, aber mit verschiedenen Fermentkonzentrationen bzw. Verdiinnungen 
einer gegebenen Fermentlésung an und tragt die nach gleichen Zeiten bei den ver- 
schiedenen Fermentkonzentrationen eingetretenen Umsiitze oder eine diesen 
proportionale GréBe (in unserem Falle die np-Zunahmen) als Ordinaten, die zu- 
gehérigen Fermentkonzentrationen bzw. Verdiinnungsgrade als Abszissen in ein 
Koordinatensystem ein. In der abgebildeten Kurve ist dies z. B. fiir die von 
mir beniitzte Trypsinlésung geschehen auf Grund von Versuchen mit Plac. I als 
Substrat bei einer Versuchstemperatur von -+ 36,5°C und einer Versuchszeit 
von 1 Stunde 15 Minuten. 





1) Im Sinne der Griitznerschen Namensgebung; siehe P. v. Griitzner, Pfliigers 
Arch. f. d. ges. Physiol. 141, 63. 1911. 

2) Siehe G. Bredig, Ergebn. d. Physiol. I/!, 134. 1902. 

3) Literatur bei H. Euler, Chemie der Enzyme (2. deutsche Aufl.) I. Teil. 
8. 111 ff. 

4) P. v. Griitzner, Wien. med. Wochenschr. 1910, 8. 2269. 

















Proteinen mittels des Eintauchrefraktometers. 469 


Hat man einmal fiir bestimmte Versuchsbedingungen eine soleche Kurve durch 
eine Versuchsreihe festgelegt, so kann man bei einem unter den gleichen Bedingungen 
angestellten einzelnen Versuch aus der beobachteten np-Zunahme mittels der Kurve 
auf die Fermentkonzentration bzw. auf den Verdiinnungsgrad der Lésung riick- 
schlieBen. Die Genauigkeit dieses Schlusses ergibt sich aus folgender Uberlegung: 
Bei der np-Zunahme miissen wir mit einem Fehlerbereich von +0,00005 rechnen 
(siehe S. 432); es sind darum die Ordinaten der (stark ausgezogenen) Kurve, welche 
die Mittelwerte verbindet, um je 5 Ordinateneinheiten einmal zu vermehren und zu 
vermindern. Dann erhalt man jenen Kurvenstreifen, in dem sicher alle np-Zunah- 
men liegen, die man bei den verschiedenen Fermentkonzentrationen finden kann. 
Wollen wir nun zu einer in einem bestimmten Fall gefundenen np-Zunahme die 
zugehérige Fermentkonzentration ermitteln, so haben wir in dem entsprechenden 
Abstand eine Parallele zur Abszissenachse zu ziehen und von ihrer Ein- und Aus- 
trittsstelle in bzw. aus 




















dem Kurvenstreifen 
Lote auf die Abszissen- 120 
achse zu fallen; ihre 110 
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an, zwischen denen die 0 
fragliche Konzentration 
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Abschnitten wird man Abb. 3. 


aber aus der relativen 
Genauigkeit beurteilen, mit der sie die Fermentkonzentrationen zu ermitteln 
erméglicht. 

In der letzten Spalte der folgenden Tabelle sind die prozentuellen Fehler 
zusammengestellt, die sich aus den fiir die einzelnen Kurvenabschnitte graphisch 
bestimmten absoluten Fehlerbereiche ergeben. 

Man sieht, da8B die mittels der Kurve im Bereich von 0,01—0,1 unserer 
Konzentrationsskala bestimmten Fermentkonzentrationen mit einer Ungenauig- 
keit von ca. +13 bis +18% behaftet sein werden. Bei geringeren Fermentkonzen- 
trationen nimmt die relative Genauigkeit rasch ab. 

Gesteigert kann die Genauigkeit des Verfahrens werden, wenn man einen 
Mittelwert aus mehreren Versuchen beniitzt und den mittleren Fehler des Mittel- 
wertes rechnet; entsprechend diesem kann man dann den Kurvenstreifen ver- 
schmilern, wahrend man bei einem einzelnen Versuch die Fehlergrenze von 
+0,00005 in Betracht ziehen muBte. 

Irgendeine theoretische Bedeutung kommt einer solchen Kurve, deren Form 
u. a. von der willkiirlichen Wahl der Versuchsdauer abhangt, nicht zu; sie hat 
lediglich den Wert eines graphischen Hilfsmittel, an dem man aus den unter ganz 


i ee 
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Tabelle XXXV. 


Fehlerbereich 





wahbrschein- | in P aN 
Np-Zunahme | lichster = y ree Oe 
Abszissenwert | absolut be cena 
Abszissenwerte 
ca. % 
i £0 -0,001 £01 43 
0,00020 0,003 13 ~0,0008 27 
+0,0015 | 28 
0,00030 0,0055 0, 001: 3 24 
+-0,002 23 
0,00040 | 0,0085 0,0015 18 
| +0,0023 | 18 
0,00050 | = 0,0125 -0,0023 18 
+-0,003 17 
0,00060 | 0,0175 + 025 14 
“ , + 0,0035 15 
ooo | ooms || thee | 
+-0,005 16 
0,00080 | 0,031 —0,004 | 13 
+0,0065 16 
0,00090 0,041 | —0,0055 13 
+-0,009 16 
0,00100 | —0,0552 —0,0074 13 
a +-0,012 16 
0,00110 0,0755 -0,0115 1b 
+0,018 18 
0,00119 0,10 — 0,016 16 








bestimmten Versuchsbedingungen nach gleichen Zeiten ermittelten np-Zunahmen 
die Fermentkonzentration bzw. den Verdiinnungsgrad ablesen kann. Gegeniiber 
dem theoretisch einwandfreien Verfahren des Vergleiches von Verdiinnungen 
gleicher Wirkung hat das zuletzt geschilderte insofern einen praktischen Vorteil, 
als man statt jedesmal eine ganze Versuchsreihe nur einen Versuch anzustellen 
braucht und daher mit weniger Untersuchungsmaterial auskommt. 


Empfindlichkeit der Methode. 

Allgemeine Angaben iiber die Empfindlichkeit der Methode, was den Ferment- 
nachweis betrifft, lassen sich nicht machen, da sie wesentlich von der Wirkungs- 
starke des untersuchten Fermentes abhingen wird. Wenn die Empfindlichkeit 
der Methode gegeniiber einem bestimmten Ferment beurteilt werden sollte, habe 
ich nachgesehen, welche geringste Konzentration des betreffenden Fermentes die 
Methode unter bestimmten Versuchsbedingungen nachzuweisen imstande ist. 
Dabei erwiesen sich die Versuche mit 24stiindiger Dauer bei niedrigerer Versuchs- 
temperatur gegeniiber denen bei Bruttemperatur und kurzer Versuchszeit meist 
iiberlegen, wihrend sich z. B. in Versuchen mit einer Versuchszeit von 1 Stunde 
15 Minuten bei einer Temperatur von +37°C mit Plac. I als Substrat und 
Trypsinlésung in verschiedener Verdiinnung folgende np-Zunahmen ergaben: 


Trypsinlésung Np-Zunahme 

0,0005 proz. 0 bis 0,00003 
0,001 ,, 0,00006 ,, 0,00012 
0,005, 0,00023 ,, 0,00030 


bekam ich bei Versuchen der ersten Art mit einer 0,0005 proz. Lésung des gleichen 
Trypsinpraparates viel gréBere Ausschlage, wie der folgende Versuch zeigen mag: 
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Versuch: Fermentlésung: 0,0005 proz. Trypsin (Merck) in physiologischer 
Kochsalzlésung mit einem Sodazusatz zu '/1999 Normalgehalt; 2 Stunden vor dem 
Versuchsbeginn bereitet. 

Menge der Systemfliissigkeit: 0,5 ecm. 

Substratmenge: 0,01 g. 

Ausfiihrung des Versuches nach Zeiteinteilung If. 

Versuchstemperatur: -++-20° C. 

Versuchszeit: m— n = 24 Stunden. 


Tabelle XXXVI. 





Substrat np, Np, Dp:~ 2pi 


ig ee eee 1,33496 1,33516 +-0,00020 
Plac. HW. . .} = =1,83492 1,33514 -+0,00022 
Plac. IT . .| 1,83492 1,33527 +0,00035 
2k ae 133495 | 1,33533 +0,00038 
R-oer. 5. 1.33493 1,33533 +-0,00040 


Aus den np-Zunahmen sieht man, da unter diesen Versuchsbedingungen 
das Ferment in noch geringerer Konzentration, als es hier untersucht wurde, 
nachweisbar wire. 

Welche Substratmengen in Lésung gehen miissen, um deutliche Ausschlige 
zu geben, kann man — wenigstens der GréBenordnung nach erschlieBen aus 
der np-Zunahme, die eine bestimmte Fliissigkeitsmenge durch Auflésung einer 
gewogenen Menge eines entsprechenden Peptonpriparates erfahrt. Mangels an 
Peptonpraparaten aus den als Substrat gebrauchten Trockenproteinen verwendete 
ich zu dieser Abschaitzung Pepton e carne (Merck) und fand die Brechungsindices 
von 0,1 proz. Lésungen dieses Peptonpriparates in physiologischer Kochsalzlésung 
und in Gemischen von Kochsalzlésung mit Serum um 0,00017—0,00019 héher 
als die des Lésungsmittels. Da der refraktometrische Index der Lésungsprodukte 
der Substrate nicht wesentlich von dem des verwendeten Peptons verschieden 
sein diirfte, so kann man sagen, da bei einer Menge der Systemfliissigkeit von 
0,5 cem die fermentative Auflésung von 0,0005 g des Substrates einen deutlichen 
Ausschlag von obiger GréBenordnung geben wird. 


Zusammenfassung. 


Pregl und de Crinis!) haben zum Nachweis von spezifischen Serum- 
fermenten, der sog. Immuno- oder Abwehrfermente, in kleinsten Serum- 
mengen eine Methode angegeben, bei der ein aus dem festen Substrat 
und der auf fermentative Eigenschaften zu untersuchenden Fliissig- 
keit bestehendes Reaktionssystem beniitzt, die Anderung des Brechungs- 
index des fliissigen Systemanteiles mittels des Pulfrichschen Eintauch- 
refraktometers beobachtet und als Zeichen der stattgehabten Ferment- 
wirkung genommen wird. Diese Mikromethode gebrauche ich seit lange- 
rer Zeit zur Untersuchung auch anderer proteolytischer Fermente. Da- 
bei wurden ihre Fehlerquellen eingehend untersucht und das Verfahren 
in quantitativer Hinsicht ausgestaltet. Wegen seiner Anwendung fiir 





1) a. a. O. 
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den Nachweis von Abwehrfermenten wurden auch die methodischen Be- 
sonderheiten beriicksichtigt, die beim Arbeiten mit Serum sich ergeben. 

Aus der Untersuchung der Fehlerquellen erhellt, daB man unter 
den hier eingehaltenen Versuchsbedingungen Brechungsindexzunahmen 
von 0,00010 angefangen, als Zeichen einer Fermentwirkung nehmen kann 
und daf die Ausschlige der fiir quantitative Zwecke ausgearbeiteten 
Methode unter gleichen Umstanden innerhalb eines Fehlerbereiches von 
t+-0,00005 iibereinstimmen. Ferner lieB sich zeigen, daB die Methode 
bei Ausschliagen bis 0,00150 ausschlieBlich und rein die fermentative 
Auflésung des Substrates erfaBt, wahrend sich der Abbau selbst der 
Beobachtung entzieht und daB die beobachteten np-Zunahmen pro- 
portional der gelésten Substratmenge sind: Sie geben also ein MaB fiir 
die Aufliésung des Substrates, was das Verfahren zum quantitativen 
Studium der fermentativen Lésung koagulierter Proteine geeignet 
erscheinen laBt. Endlich wurde dargetan, inwieweit die Methode 
Riickschliisse auf die Fermentkonzentration erlaubt, und schlieBlich 
ihre Empfindlichkeit aufgezeigt. 

















Eine Mikromethode zur Bestimmung von Athylalkohol im Blut. 


Von 


Erik M. P. Widmark. 
(Medizinisch-chemisches Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 29. April 1922.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Kine Anzahl Probleme der Alkoholforschung stehen vor ihrer Lésung, 
sobald wir iiber eine hinreichend bequeme und genaue Methode zur Be- 
stimmung der Alkoholkonzentration im Blute unter verschiedenen 
Versuchsbedingungen verfiigen. 

Die diesem Zwecke dienenden ilteren Methoden, die allzu gut be- 
kannt sind, um hier besprochen zu werden, haben alle den gemeinsamen 
Nachteil, daB sie zu groBe Blutmengen erfordern (mindestens 1—2 ccm), 
um beim Menschen oder kleineren Tieren in gréBerer Ausdehnung ver- 
wendet werden zu kénnen. 

Das Verfahren, durch Bestimmungen des Alkoholgehaltes im Urin 
indirekt die Veriinderungen desselben im Blute zu ermitteln, hat sicher- 
lich einen gewissen Vorteil'). Aber nicht unter allen Versuchsbe- 
dingungen tritt ein Diffusionsgleichgewicht zwischen Alkvhol des 
Blutes und des Urins ein und besonders rasche Schwankungen der Blut- 
alkoholkonzentration widerspiegeln sich nicht immer getreu in der des 
Urins. 

Ich habe deshalb seit mehreren Jahren nach einer Mikromethode 
zur Bestimmung des Athylalkoholgehaltes des Blutes gesucht und an 
eine solche die Forderung gestellt, daB sie fiir eine Bestimmung nicht 
mehr Blut erfordern soll, als man leicht aus der Stichwunde eines Fin- 
gers erhalten kann, d.h. ungefahr 100 mg. 

Es zeigte sich bald, daB das zweckmaBigste Prinzip fiir eine solche 
Mikromethode die friiher meist verwendete Bichromatmethode war. 

Lange bereitete mir die Destillation des Blutes Schwierigkeiten. 
Die notwendig groBe Verdiinnung des Blutes bei der gewoéhnlichen 
Destillation bedingte ein groBes Destillat, welches auch in einer verhilt- 
nismaBig groBen Menge Schwefelsiure aufgefangen werden mubBte, 


1) Widmark, Skandinav. Arch. f. Physiol. 33, 85—96. 1915. 
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damit die Reduktion des Bichromats mit hinreichender Geschwindigkeit 
vor sich gehen konnte. Die grofe Siuremenge ihrerseits bedingte die 
Notwendigkeit einer starken Verdiinnung mit Wasser oder Neutrali- 
sierung mit einer groben Menge Lauge, wenn eine Titration des Bi- 
chromatiiberschusses mit Jodkalium und Thiosulfat ausgefiihrt werden 
kénnen soll. Auf diese Weise wurde das Verhialtnis zwischen angewand- 
ten Chemikalien einerseits und der geringen Alkoholmenge anderer- 
seits unproportional. Die Bestimmungen wurden in hohem Grade un- 
sicher. 

Ich habe deshalb bei der Methode, die auf folgenden Seiten beschrie- 
ben wird, ein ganz neues Destillationsprinzip eingefiihrt, welches auf der 
Begierde beruht, mit der Schwefelsiure sowohl Wasser als auch Alkohol 
aufnimmt. Es ist eine bekannte Erscheinung, daB, wenn man eine 
Schale mit verdiinntem Alkohol in einen Exsiccator tiber Schwefelsaure 
stellt, das spezifische Gewicht der Alkohollésung von Tag zu Tag kraftig 
zunimmt. Der Alkohol wird also sogar rascher als Wasser aufgenommen. 
Dieses Prinzip hat sich als sehr gut anwendbar erwiesen, um aus Tropfen 
alkoholhaltigen Blutes den Alkohol quantitativ in eine Bichromat- 
Schwefelsiuremischung zweckmaBiger Zusammensetzung tiberzufiihren. 

Das Verfahren hat vor der gewéhnlichen Destillation verschiedene 
Vorteile, von denen die wichtigsten hier erwaihnt seien: 

a) Der Vorgang verlauft in einem vollstandig geschlossenen Raum, 
wodurch Verdunstungsverluste nach auBen verhindert werden. 

b) Das Schiumen des Blutes entfallt vollstandig. 

c) Die Destillation verliuft bei verhaltnismaBig niederer Tempe- 
ratur (50—60°), wodurch eventuelle Zersetzung des Blutes vermieden 
wird. Sie ist auBerdem so vollstindig, daB das Blut zur Trockne 
verdunstet. 

d) Praktisch genommen, kénnen eine beliebige Anzahl Destillationen 
gleichzeitig ausgefiihrt werden. 

e) Die verwendeten Chemikalienmengen kénnen stark vermindert 
werden. Das Blut braucht iiberhaupt nicht verdiinnt zu werden. Es ge- 
niigt eine Bichromat-Schwefelsiuremenge von héchstens 1 ccm (gegen- 
iiber 5 friiher). Bei der Titration braucht diese Mischung nur mit 25 ccm 
Wasser (gegeniiber mehr als 100 ccm friither) verdiinnt zu werden’). 

Im folgenden werden zuerst die zur Ausfiihrung der Bestimmung 
erforderlichen Apparate und Lésungen beschrieben, worauf eine einge- 
hendere Beschreibung der Methode, Genauigkeit, Fehlerquellen und 
wichtiger Einzelheiten folgt. 





1) In der Tat sind schon 0,1 cem konzentrierte Schwefelsaure hinreichend, 
um 100 mg Blut geniigend zu trocknen. Die Methode diirfte daher Méglichkeiten 
aufweisen, sie auch zur Bestimmung einer groBen Anzahl anderer fliichtiger Stoffe 
im Blute anzupassen. - 
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Apparate. 


1. Destillationskolben. Ein 50 ccm Erlenmeyerkolben aus Jenaer- 
glas (Abb. 1) mit gut eingeschliffenem Glasstopfen. Der Stopfen (Abb. 2) 
ist nach oben ausgezogen und zu einem Haken gekriimmt, so daf} man 
ihn bequem auf einem zweckmaBigen Stativ aufhingen kann; nach 
unten trigt er an einem vertikalen Stiel einen kleinen Behialter, der ca. 
200 cmm faBt. Der Stiel soll so lang sein, daB sich der Behialter '/, bis 
1 cm iiber den Boden des Kolbens befindet. Fiir Serienbestimmungen 
benétigt man ein paar Dutzend solcher Kolben, die sowohl am Kolben 
als auch am Stopfen nummeriert sein sollen. 


t 








Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 


Der Apparat wird von R. Grave, Stockholm, ausgefiihrt. 

Wihrend des Erwirmens des Apparates im Wasserbad verwendet 
man zum Festhalten der Glaspfropfen Gummikappen (Saugkappen), 
die nach dem Abschneiden der Spitze tiber den Kolbenhals gezogen wer- 
den. 

2. Holzstativ mit Haken zum Aufhingen der Glasstopfen in Reihen. 
Die Héhe der Haken iiber der Tischfliche soll ungefahr 14 cm betragen. 

3. Capillarrohre zum Aufsaugen und Wagen des Blutes (nach 
Ljungdahl). Die Form ergibt sich aus Abb. 3. Sie diirfen leer nicht iiber 
300 mg wiegen und sollen 100—150 cmm fassen!). 

4. Torsionswage nach Hartmann und Braun gleicher Konstruktion, 
wie sie zu Bangs Mikromethode verwendet wird. 

5. Diinner Gummischlauch von der Starke der Fahrradventil- 
gummischlauche, ca. 3dm lang. 


1) Die Capillarrohre sind bei G. Werner, Med.-chem. Institut, Lund, erhaltlich. 
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6. Biiretten. Zur Bestimmung gréBerer Alkoholmengen (,,gréBere 
Modifikation’‘) eine Biirette 5—10 ccm fassend, ein Teilstrich 0,05 cem 
entsprechend. Fiir geringere Alkoholmengen (,,kleinere Modifikation*’) 
eine Mikrobiirette 2 ccm fassend, in 0,02 ccm geteilt. 

7. Pipetten. Eine | cem-Pipette, sowie eine Pipette zur ungefihren 
Messung von 0,5ccm. Sie brauchen nicht ausgewogen zu sein. 

8. 25cem Mensur. 

9. Ein kleiner Trichter. 

10. Wasserbad mit Thermometer. Das Bad soll ein paar Dutzend 
Kolben fassen. Anordnung zu ihrer Befestigung. 

11. Apparat zur Reinigung der Destillationskolben mit Wasserdampf. 
Siehe Ostwald-Luther, Physikalisch-chemische Messungen. 3. Aufl. 
S. 469. Zum Trocknen der Kolben eine Wasserstrahlpumpe mit vertikal 
befestigtem Glasrohre, auf dem sie aufrecht und verkehrt aufgehingt 
werden kénnen. 

Lésungen. 

1. Bichromat-Schwefelsiure. Zur Bestimmung gréferer Alkohol- 
mengen bis zu 5°/5, werden 0,250 g reines umkrystallisiertes Kaliumbi- 
chromat in 1 cem destilliertem Wasser gelést und quantitativ in einen 
100 cem-MeBkolben tiberfiihrt, worauf mit reiner konzentrierter Schwe- 
felsaure bis zur Marke aufgefillt wird. Fiir Bestimmungen von unter 
19/4, Alkoholgehalt lést man auf gleiche Weise 0,050 g Bichromat zu 
100 cem. 

2. 5proz. jodatfreie Jodkaliumlésung. 

3. 2/199 Oder "/y99 -Thiosulfatlésung. 
4. | proz. Stirkelésung. 
Samtliche Lésungen werden im Dunkeln aufbewahrt. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 
a) Reinigung der Kolben. 

Die Destillationsapparate miissen vollkommen rein und frei von re- 
duzierenden Verunreinigungen (Fett) sein. Auch miissen sie vollkommen 
trocken sein. Am leichtesten reinigt und trocknet man sie auf folgende 
Weise. Man spilt sie nacheinander mit Bichromat-Schwefelsiure- 
mischung (dies jedoch nur, wenn sie das erstemal in Gebrauch genom- 
men werden), Wasserleitungswasser und destilliertes Wasser. Dann 
werden sie 1—2 Minuten lang mit Dampf ausgeblasen, worauf man sie 
unmittelbar an die Wasserstrahlpumpe bringt. Bei kraftig wirkender 
Pumpe trocknen die Kolben innerhalb einiger Minuten und sind nun ge- 
brauchsfertig. 

Die Glaspfropfen legt man in 6fters zu erneuerndes destilliertes 
Wasser, worauf sie an der Luft an staubfreier Stelle trocknen gelassen 


werden. 
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Die Capillaren sind durch das Erhitzen bei deren Erzeugung von 
jeder Spur fliichtiger Stoffe befreit und bediirfen keiner weiteren Reini- 
gung. Jede Capillare wird nur einmal verwendet. 


b) Abmessen der Bichromat-Schwefelsiuremischung. 

Die Priazision der Methode beruht zum groBen Teil auf der Ge- 
nauigkeit, mit der die Bichromat-Schwefelsiuremischung abgemessen 
wird. Da man fiir jede Serie mittels Blindprobe den Titer dieser Mischung 
bestimmt und da man zu jeder Abmessung in der Bestimmungsserie die 
gleiche 1 cem-Pipette und die gleiche Lésung verwendet, so ist leicht 
einzusehen, daB die GréBe der absoluten Menge der Lésung von unter- 
geordneter Bedeutung ist. Wichtig ist, daB jeder Kolben so weit als 
mdéglich die gleiche Menge Bichromat erhalt. Bei meinen Versuchen bin 
ich auf folgende Weise vorgegangen. Man saugt die Pipette bis zur 
Marke mit der Lésung voll und fiihrt dieselbe hierauf vorsichtig in den 
Kolben ein, bis die Spitze den Boden beriihrt. Nun laB8t man die Fliissig- 
keit wahrend einer Zeit von 60 Sekunden (Kontrolluhr) ausflieBen. Es ist 
von Wichtigkeit, da die Schliffstelle des Kolbenhalses nicht durch 
Fliissigkeit verunreinigt wird. 

Unmittelbar nach der Beschickung jedes Kolbens wird der dazu 
gehorige Glaspfropfen eingefiigt, um die Schwefelsiure vor Luftfeuchtig- 
keit und Verunreinigungen zu schiitzen. Auf diese Weise kann man die 
ganze Anzahl Kolben vorbereiten, die zu einer Seriebestimmung er- 
forderlich sind. Nach der Beschickung sollen die Kolben im Dunkeln 
aufbewahrt werden. 


ce) Abmessung der Blutquantitat. 

Die zu benétigende Blutmenge wird leicht durch einen gewohn- 
lichen Fingerstich erhalten. Natiirlici darf man die Haut weder mit 
Alkohol noch mit Ather reinigen, sondern, wenn dies erforderlich, mit 
Seife und Wasser oder Sublimatlésung. Man senkt den kurzen Schenkel 
der Capillare in den Blutstropfen, wobei sich dieselbe automatisch 
fiillt. Will man die Fiillung beschleunigen, so kann man mittels eines 
am freien Ende der Capillare angebrachten diinnen Gummischlauches 
schwach saugen. Nachdem sich die Capillare soweit gefiillt hat, daB sich 
der Meniscus ungefahr '/, cm vom freien Ende derselben befindet, wird 
der kurze Schenkel vorsichtig von Blut getrocknet. Hierauf wird auf der 
Torsionswage gewogen. Danach wird das Blut unter Zuhilfenahme des 
diinnen Gummischlauches in den Behialter des im Vorwege aufgehangten 
Glaspfropfens durch die gleiche Capillare, durch die es einstrémte (durch 
den kurzen Schenkel), ausgeblasen. Der Glaspfropfen wird unmittelbar 
in seinen Kolben eingefiigt. Die entleerte Capillare wird neuverdings ge- 
wogen und ergibt die Differenz bei der Wagung das Gewicht der Blut- 


probe. 
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d) Die Destillation. 

Nachdem die Kolben auf diese Weise mit Blut beschickt wurden, 
vermehrt man die Serie um drei Blindproben, d. h. Kolben, welche nur 
die Bichromat-Schwefelsiuremischung enthalten. Zum Dichten des 
Glasschliffes habe ich einen Tropfen Wasser auf den oberen Schliffrand 
gegeben, der dann durch die Capillaratraktion zwischen die Schliffflichen 
eingezogen wird. Vielleicht kénnte man sich auch irgendeines Hahn- 
schmiermittels bedienen. Hierbei muB man jedoch die gréBte Vorsichtig- 
keit walten lassen, damit die Schmiere weder mit der Bichromat-Schwe- 
felsiuremischung in Beriihrung, noch bei der nachfolgenden Reinigungs- 
prozedur in den Kolben kommt. SchlieBlich werden die Gummikappen 
aufgesetzt. Durch Befeuchten der Innenseiten derselben mit einigen 
Tropfen Wasser wird die Prozedur wesentlich erleichtert. Nun taucht 
man die Kolben in ein Wasserbad von 50—60°. Die Kolben sollen sich 
vollstindig im Wasser befinden und hier wihrend ca. 2 Stunden 
(-+ 15 Minuten) verbleiben. 


e) Die Titration. 

Die Kolben werden vorsichtig herausgenommen, getrocknet und von 
Gummikappen und Glaspfropfen befreit. Letzteres mu8B mit groBer 
Vorsichtigkeit geschehen, da das nun giinzlich pulvertrockene Blut sich 
leicht vom Behilter loslést und durch eine unvorsichtige Bewegung in 
die Schwefelsiure fallen kann, was die Probe sicher unbrauchbar machen 
wiirde. 

Man setzt nun mittels eines kleinen Trichters 25 ccm destilliertes 
Wasser zu. Sind alle Kolben auf diese Weise gefiillt, so wird sorgfaltig 
umgeschiittelt und je 1/, cem Jodkaliumlésung zugesetzt. !/,—1 Minute 
nach dem Jodkaliumzusatz wird mit Thiosulfatlésung titriert. Wird die 
Bestimmung mit der gréBeren Menge Bichromat durchgefiihrt, so ver- 
wendet man hierzu die gréBere Biirefte und eine 4/,9,n-Lésung. Bei 
Verwendung der geringeren Menge bedient man sich der kleineren Biirette 
und einer 1/59) n-Thiosulfatlésung. Die Stirkelésung (lproz.) wird erst 
gegen SchluB der Titration zugesetzt. Der Farbenumschlag tritt mit ca. 
'/, Tropfen "/,9, Thiosulfatlésung ein. Eine Nachbliuung tritt immer 
auf. Man nimmt darauf keine Riicksicht, achtet aber darauf, dal 
man nicht zu langsam titriert und daB die Titration spitestens eine 
Minute nach dem Jodkaliumzusatz beginnen soll. 


f) Die Berechnung. 

Der Unterschied zwischen dem Thiosulfatverbrauch des _ Blind- 
probenmittels und der Blutprobe ist der Alkoholmenge in der Probe 
proportional. (Das Mittel wird von der zweiten und dritten Blindprobe 
genommen. Nr. 1 wird als Vorprobe verwendet und pflegt in Uberein- 
stimmung mit einer alten Erfahrung in der Mikrotechnik fast immer zu 
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nieder auszufallen). 0,01 com "/j9) Thiosulfatlésung entsprechen 1,137") 
Athylalkohol. Zur Berechnung kann zweckmibig folgende Formel 
verwendet werden: 

X 1,13 (6 — a), 


worin X die gesuchte Alkoholmenge in y, 6 den Verbrauch dev Blind- 
probe und a den der Blutprobe an n/ jo) Thiosulfatlésung in !/ 199 cem 
bedeutet. 

Wird eine "/59, normale Thiosulfatlésung verwendet, so wird der 
Vergleichsfaktor halb so groB, d. h. 0,57. 


Priifung der Einzelheiten. 
a) Bestimmung der Konstanten 1.13. 

Das Verhiltnis zwischen Alkoholmenge und reduziertem Bichromat 
kann theoretisch nicht berechnet werden, da der Athylalkohol nicht 
quantitativ in eines seiner Oxydationsprodukte iiberfiihrt wird. Es 
scheint sich eher ein Gleichgewichtszustand zwischen Aldehyd, Essig- 
siiure und eventuell Kohlensiure zu bilden. Dieser Gleichgewichtszu- 
stand kann auch als im Verhiltnis zur Schwefelsiurekonzentration 
etwas variierend angenommen werden. 

Zur Ermittlung des erwihnten Verhiltnisses wurde eine Serie Be- 
stimmungen mit bekannten Alkoholmengen ausgefiihrt. 

In einem MeBkolben wurden 700—800 g destilliertes Wasser mit 
einer Genauigkeit von 1 mg abgewogen. Hierauf wurde eine geringe 
Menge absoluten Alkoholes zugesetzt, worauf eine neuerliche Wagung 
die Berechnung des Alkoholgehaltes der Lésung per Gewichtseinheit 
ermoglichte. 

Da die Blutproben durch Wagen ihrem Gewichte und nicht ihrem 
Volumen nach bestimmt werden, habe ich oben erwihntes Verfahren 
als das rationellste erachtet, um sowohl reine Alkohollésungen als auch 
alkoholhaltiges Blut zu bereiten und zu berechnen. In Nachstehendem 
werde ich mich auch folgender Ausdrucksweise bedienen: unter einer 
Alkohollésung von 1 promilliger Konzentration wird eine Lésung ver- 
standen, welche in 1 g 1 mg Alkohol enthalt. 

In allem wurden 54 Bestimmungen mit reinen Alkohollésungen aus- 
gefiihrt, die zwischen 5,06 und 1.43°/,, variierten. Die Bestimmungen 
wurden teils von med. cand. C’. A. Jeppsson und teils vom Verfasser aus- 
gefiihrt. Das Resultat ergibt sich aus Tabelle |. Wird die berechnete 
Alkoholmenge ausgedriickt in y mit dem Wert fiir die reduzierte Bi- 
chromatmenge ausgedriickt in !/,5),cem dividiert, so erhalt man den 
Quotienten, den man in der vorletzten Kolonne der Tabelle wieder- 
findet. 


1) y= 0,001 mg. 
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Tab.I. DasVerhialtnis zwischen Alkoholmenge u. reduziertem Bichromat. 





Gewicht 
der Probe 
mg 

79 
68 
49 
4] 
111 
102 
70 
62 
34 
151 
143 
125 
123 
109 
108 
107 
94 


Berechnete 


Alkoholmenge y 


400 
344 
248 
208 
480 
441 
303 
268 
134 
453 
429 
375 
369 
326 
323 
320 
282 
279 
276 
273 
243 
237 
234 
219 
216 
210 
207 
204 
201 
189 
180 
177 
171 
168 
168 
168 
150 
141 
132 
126 
120 
226 
223 
209 
194 
153 
146 
107 
104 
101 

93 

91 

70 


67 


Reduziertes 


Bichromat, ®/,. 


cem + 100 


356 
309 
223 
180 
422 
382 
207 
238 
122 
295 
380 
330 
340 
290 
285 
300 
242 
253 
247 
240 
215 
207 
216 
195 
187 
190 
180 
170 
181 
165 
145 
160 
142 
140 
149 
150 
150 
122 
112 
110 
100 
207 
196 
183 
182 
140 
130 


Alkohol 
Bichromat 


1,200 
1,110 
1,145 
1,241 
1,106 
1,204 
1,200 
1,128 
1,120 
1,000 
1,156 
1,179 
1,145 
1,200 
1,092 
1,138 
1,142 
1,066 
1,093 
1,123 
1.103 
1.095 
1,148 
1,107 
1,138 
1,148 
1,047 


Konzentration der 
Alkohollésung 


0 
00 


| 5,06 
| 4,32 


3,94 


3,00 
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Als Mittel wird 1,129 erhalten, mit einem Mittelfehler von ~.0,041 
fiir die einzelne Bestimmung und einem Mittelfehler des Mittels von 
£0,006. Der gréBte Wert war 1,241, der kleinste 1,000. 

Bei der Beniitzung einer "/;5. Thiosulfatlésung ist also die Konstante 
1,13 zu verwenden, d.h. 0,01 ccm ®/j9) Thiosulfatlésung entsprethen 
1,13 y Alkohol. 

Eine Serie Bestimmungen unter Anwendung der kleineren Bi- 
chromatmenge, die Bestimmungen bis zu 100 y Alkohol zulaBt, wurde 
vom Dozenten J. Olow ausgefiihrt. Hierbei wurde bei der Titration mit 
einer !/599 n-Thiosulfatlésung als Mittelwert von & (18 Bestimmungen) 
0,575 mit einem Mittelfehler fiir die einzelne Bestimmung von -- 0,030 
und einem Mittelfehler des Mittels von -+- 0,007 erhalten. Der gréBte 
Wert war 0,632, der kleinste 0,521. Da hier eine halb so starke Thio- 
sulfatlésung als in der vorhergehenden Serie zur Anwendung gelangte, 
so sollte man hier auch einen halb so groBen Wert oder 0,565 erhalten. 
Die Abweichungen liegen auch innerhalb der Fehlergrenze. 

Das Verhaltnis zwischen Alkoholmenge und reduziertem Bichromat 
muB also fiir das ganze untersuchte Gebiet als konstant angesehen werden. 
Auch konnte kein Einflu8 des Gewichtes der Alkohollésung bemerkt 
werden, irgendeine Beziehung zwischen der Grobe der Konstanten und 
dem Gewichte der Probe gibt es nicht. 


b) Genauigkeit der Destillation. 

Diese wurde auf die Weise gepriift, daB die oben erwahnte Konstante 
in Versuchen bestimmt wurde, bei denen der Alkohol direkt zur Bi- 
chromat-Schwefelsiuremischung zugesetzt wurde. Hierbei wurden 
gréBere Alkoholmengen, zwischen 2,53 und 10,06 mg variierend, ver- 
wendet. Die Bichromat-Schwefelsiuremischung bestand aus 5 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure und 2cem ®/, Kaliumbichromatlésung. 
Die Titration wurde nach dem Verdiinnen der Lésung mit 400 ccm 
Wasser mit einer "/,, Thiosulfatlésung ausgefiihrt. Als Wert fiir die 
Konstante wurde 1,136 -+- 0,009 erhalten, also ein mit dem der Mikro- 
methode gut iibereinstimmender Wert (1,129 + 0,006). 

Die Destillationsart der Mikromethode diirfte daher als vollkommen 
verlaBlich bezeichnet werden kénnen und ist fiir die quantitative Ge- 
winnung des Alkohels zumindest gleichgut, aber bedeutend bequemer 
als die gewohnliche Destillation. 


c) Fehler der Methode bei der Bestimmung von Athylalkohol in Blut. 


Normal enthalt das Blut geringe Mengen Alkohol, welche von ver- 
schiedenen Verfassern auf ungefihr 0,03 Promille geschitzt werden. Um 
die Fehler der Methode durch Bestimmungen von Blut, dem eine be- 
kannte Menge Alkohol zugesetzt wurde, kontrollieren zu kénnen, habe 


$1* 
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ich in die Bestimmungsserien Blindproben eingereiht, welche mit Blut 
beschickt waren, dem kein Alkohol zugesetzt worden ist. Der von 
diesen Proben erhaltene Wert wurde in den Kontrollserien als Nullwert 
verwendet. Gleichzeitig mit diesen Blindproben wurden in die Serien 
nicht beschickte Blindproben eingereiht. Der Unterschied zwischen die- 
sen zwei Arten von Blindproben zeigt uns den physiologischen Gehalt 
des Blutes an fliichtigen reduzierenden Stoffen an. Das Resultat dieser 
Messungen ergab, daB diese Stoffe gewéhnlich in so geringer Menge vor- 
handen sind, daf} der Wert derselben zum gré8ten Teil innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode fallt. Eine Ausnahme hiervon macht das 
Aceton. In einem Falle von Acetonamie ist die Methode also un- 
brauchbar. 
Tabelle Il. 
Versuchsserie ausgefiihrt von med. cand. C. A. Jeppsson. 
Berechneter Alkoholgehalt im Blute: 3,20°/5o. 





Gewicht | Berechnete | Beobachtete — Beobachtete 

der Probe | Alkoholmenge Alkoholmenge Differenz Konzentration 
mg Y | 7 Y °/o0 
44 141 131 -10 2,98 
44 141 140 -1 3,18 
55 176 171 —5 3,14 
56 179 185 +6 3,30 
59 189 186 3 3,15 
67 214 221 +7 3,30 
72 230 228 -2 3,17 
80 256 235 21 2,94 
83 266 281 +15 3,39 
94 301 | 288 13 3,06 
98 314 315 +1 3,21 
99 317 311 -6 3,14 


Tabelle Ill. 
Versuchsserie ausgefiihrt von med. cand. C. A. Jeppsson. 
Berechneter Alkoholgehalt im Blute: 4,56°/59. 





Gewicht Berechnete Beobachtete | Differenz Beobachtete 
der Probe Alkoholmenge Alkoholmenge Konzentration 

mg Y y Y */o0 

54 246 247 +I 4,57 

57 260 255 5 4,47 

60 274 268 6 4,47 

63 287 297 +10 4,71 

67 306 298 8 4,45 

74 337 312 ~25 4,22 

76 347 358 +11 4,71 


Auber diesen beiden Serien werden in untenstehender Tabelle IV 
noch drei weitere, vom Verfasser ausgefiihrte Serien, zusammenfassend 


wiedergegeben. 
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Tabelle IV. 
Zusammenstellung der Bestimmungsresultate von Tabelle I] und dreier 
weiterer vom Verfasser ausgefiihrten Serien. 








\weeietaimebne! Mittelfehler f. die axi . sichung 
Berechnete Alko- Abweichungsmitt, € Maximale Abweichung 


Anzahl Be- : 7. d. berechnete einzelne von de -rechnete 
stimmungen holkonzentration i Lancet Bestimmung * “2 
*/o0 7 y = 
12 3,20 | —2,7 +10 21 15 
7 4,56 3,0 r12 25 11 
4 2,25 —9.5 2.8 —3 
7 1,89 3,0 + 3.5 —12 +6 
6 1,04 -1,0 + 59 13 +5 


Wie aus der zweiten Kolummne der Tabelle ersichtlich ist, geben die 
Bestimmungen etwas zu niedere Resultate, indem das Mittel fiir die Ab- 
weichungen von der berechneten Alkoholmenge in der Regel ein Minus 
von 1—3 aufweist. Dieser konstante Fehler ist indessen so unbedeutend, 
daB die Brauchbarkeit der Methode hierdurch in keiner Weise geschmia- 
lert wird. 

In den ersten beiden Serien ist der Mittelfehler gréBer als in den 
letzteren, was vielleicht auf eine Verschiedenheit in der Ubung oder 
vielleicht darauf, dai die beiden ersten Serien mit gréBeren Alkohol- 
mengen als die letzteren ausgefiihrt wurden, zuriickzufiihren ist. Der 
Fehler ist jedoch von einer solchen GréBenordnung, dai das Analysen- 
resultat mit nicht mehr als zwei verldplichen Ziffern ausgedriickt werden 
darf. 

d) Praktische Verwendbarkeit der Methode. 

In einer Mitteilung, die spiter zur Veréffentlichung gelangen wird, 
wird gezeigt werden, wie die Methode praktisch verwendet werden 
kann, um den Veriinderungen der Alkoholkonzentration im Blute bei 
Menschen und Tieren folgen zu kénnen. 

Wie sich aus dem Vorhergehenden ergibt, habe ich die Methode in 
zwei Modifikationen geteilt, von denen die ,,gréBere** verwendet werden 
soll, wenn es gilt, gréBere Alkoholkonzentrationen zu studieren, die sich 
beim Menschen erst nach deutlichen Anzeichen von Berauschung finden. 
Diese Modifikation kann also in Aufnahmeanstalten zur Untersuchung 
berauschter Personen oder zur Stellung der Differentialdiagnose, sowie 
bei Tierversuchen Verwendung finden. Die ,,kleinere‘‘ Modifikation 
kann zu Laboratoriumsversuchen mit Versuchspersonen, welche ver- 
hiltnismaiBig unbedeutende Mengen von Athylalkohol zu sich genom- 
men haben, verwendet werden. Schon nach einem Genusse von 5g 
Alkohol diirfte dieser mit Sicherheit im Blute nachgewiesen werden 
kénnen und nach einer Einnahme von 20g kann die Alkoholkurve 
verfolgt werden. 
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Dadurch, daB ich mehrere verschiedene Personen habe Bestim- 
mungen mit der Methode ausfiihren lassen, habe ich mich davon iiber- 
zeugt, daB dieselbe leicht erlernt wird und bald sichere Resultate ergibt. 

Fiir denjenigen, der sich der Methode bedienen will, diirfte es jedoch 
von groBter Wichtigkeit sein, daB er sich dieselbe durch Bestimmungen 
von reinen bekannten Alkohollésungen aneignet, so daB er sich nach dem 
Ausfiihren einiger Serien davon tiberzeugen kann, ob sich der Vergleichs- 
faktor auf den von mir angegebenen Wert einstellt. 

Zum Schlusse will ich einiges iiber den schwichsten Punkt der 
Methode erwaihnen. Dieser besteht darin, daB man kaum eine Bichromat- 
Schwefelsiurelésung herstellen kann, die einen exakten und ein fiir alle- 
mal bestimmten Titer aufweist. So erhalt man bei der Darstellung eine 
Lésung, die schwicher als die berechnete ist und eine solche Lésung ver- 
mindert nach und nach ihren Titer dadurch, daB die Schwefelsiure das 
Bichromat reduziert. Besonders rasch tritt dies ein, wenn die Lésung 
dem Lichte ausgesetzt ist. Eine solche Verminderung der Bichromat- 
menge findet auch wihrend der Zeit statt, da die Probe im Wasserbad 
steht. Den hierdurch entstehenden Fehler kann man nur durch das 
Einfiihren von Blindproben, welche auf die genau gleiche Weise wie die 
Blutproben behandelt werden, vermeiden. Dies kann derart durch- 
gefiihrt werden, daB man bei Serienversuchen simtliche beschickten 
Kolben in einem dunklen Kasten ansammelt, wo sie stehengelassen 
werden, bis man sie alle auf einmal zusammen mit den Blindproben ins 
Wasserbad einsetzt und dann wieder auf einmal aus demselben heraus- 
nimmt. 
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Beitrage zur bakteriellen Garung. 


Von 


Fritz Miiller. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Krankenhauses am Urban.) 
(Eingegangen am 29. April 1922.) 


Diese Arbeit verdankt ihre Entstehung einer Anregung von Prof. 
L. F. Meyer, der den Wunsch auBerte, die Ergebnisse von Ernst Wolff?) 
iiber den EinfluB verschiedener Naihrlésungen auf die Garung durch Bact. 
lactis aerogenes mit physikalisch-chemischer Methodik zu ergiinzen. 

Wolff hatte sein Augenmerk hauptsichlich auf die Beeinflussung der Girung 
durch verschiedene Zuckerkonzentrationen und bei variierter Menge von EiweiB- 
zusatz gerichtet. Die Starke der Garung wurde durch die Menge der Saurebildung 
beurteilt, letztere durch die Titration mittels 0,1 NaOH gegen Phenolphthalein 
gemessen. Auf die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen und die SchluB- 
folgerungen, die daraus gezogen wurden, soll im Verlauf der Arbeit zuriickgekommen 
werden. 

Der bakt. Garung, der fiir den physiologischen Verdauungsvorgang des Saug- 
lings, insbesondere fiir die Pathogenese der Ernahrungsstérungen eine so weit- 
tragende Bedeutung zugemessen wird, ist in ihren physikalisch-chemischen Be- 
dingungen in Deutschland jedenfalls wenig studiert worden. Darum ist es begriiBens- 
wert, daB gerade in letzter Zeit in ausgezeichneten Arbeiten von Scheer, Adam?), 
Freudenberg und Heller*) diese Verhiaitnisse besonders beriicksichtigt sind, und, 
wie es scheint, mit nicht geringem Erfolg. Vorliegende Untersuchungen werden 
teilweise unvermeidlich in das systematisch bearbeitete Gebiet der Heidelberger 
Schule iibergreifen, andererseits diirften sich vielleicht doch gewisse Erginzungen 
aus ihnen ergeben. Die erste exakte physikalisch-chemische Beobachtung iiber 
den Verlauf der bakteriellen Garung riihrt von Michaelis und Marcora*) her aus 
dem Jahre 1914. Hiernach stellt ein bestimmtes Bact. coli, auf eine Milchzucker- 
bouillon verimpft, bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 10~° ihre Gar- 
tatigkeit ein, gleichgiiltig welche Anfangsaciditaét die Bouillon besessen hat. Diese 
Endaciditat soll etwas niedriger sein als diejenige, die imstande ist, das Bacterium 
abzutéten. Nach einiger Zeit scheint allerdings (nach eigenen Untersuchungen) 
diese Endaciditaét auch die Bakterien abzutéten, obwohl dieses Verhalten variiert 
und von der finalen Saiurekonzentration abhangt. 


1) Zeitschr. f. Kinderheilk. 31. Nr. 3/4. 1921. 

2) Zeitschr. f. Kinderheilk. 29. 1921. 

3) Jahrb. f. Kinderheilk. 94/95. 1921. 

4) Michaelis und Marcora. Zeitschr. f. Immunitiatsforsch. 14, 1914. 
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Wahrend in Deutschland diese Arbeit zunachst keine Nachpriifung oder 
weitere Fortfiihrung fand, wurden in Amerika wahrend des Krieges von M. Clark 
und H. A. Lubs*) die Gaérungsstudien an Colibacillen, durch Avery und Callam?) 
an Streptokokken und Pneumokokken, sowie jiingst von Dernby*) eingehender 
betrieben. Die schénen Arbeiten, in Deutschland leider nur aus ungeniigenden 
Referaten bekannt, boten Verfasser eine wertvolle Stiitze der Ergebnisse, sowie 
weitere Anregung. Aus diesen Arbeiten geht immer wieder die ganzlich verschiedene 
Bedeutung der Aciditaétsmessung mittels Titration und Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentrationen hervor, die, immer noch nicht geniigend beachtet, bei 
der Einstellung von Nahrbéden sowie Beurteilung der Endaciditaét unbedingt 
Beriicksichtigung verdient Kurz seien an dieser Stelle alle die statischen und 
dynamischen Aciditatsverhaltnisse charakterisierenden Eigenschaften eines Me- 
diums angefiihrt: 

1. Zah] der aktiv vorhandenen Wasserstoffionen, gemessen mittels der Gas- 
kette oder geeigneter Indikatoren. 

2. Neutralkapazitat, d. i. diejenige Menge Lauge oder Saure, die die Lésung 
bis zur Erreichung des Neutralpunktes, d. i. des Umschlagspunktes der Lackmus- 
tinktur verbraucht. 

3. Die Aquivalenzkapazitat. 

4. Das Pufferungsvermégen einer Lésung d.i. die Resistenz, die dieselbe einer 
Anderung ihrer Aciditat, d. h. ihres py, durch Zusatz von Sauren (8) resp. Lauge (L) 

dL 


ee ‘ d 
entgegensetzt, exakt definiert durch den Quotienten —— bzw. : 
d py d py 


Neutralkapazitat und Pufferungsvermégen hangen miteinander zusammen, 
sie werden veranschaulicht durch die Aufstellung einer Titrationskurve, gezeichnet 
in einem Koordinatensystem mit py als Ordinate und den Mengen zugefiigter 
Saure resp. Lauge als Abscisse. Aus dieser Kurve kann man die ,,spezielle Kapazitat’ 
ablesen, worunter nach Verfasser die Menge Saéuren verstanden sein mag, die von 
einer bestimmten Ausgangsaciditaét bis zu einer Erreichung einer festgesetzten 
Aciditat benétigt wird. Diese ,,spezielle Kapazitat hat eine besondere Bedeutung 
fiir den Verlauf des Garungsprozesses. Nach obigen Darlegungen muB sie fiir 
verschieden gepufferte Lésungen differente Werte ergeben, d. h. verschiedene 
Saéuremengen miissen zur Erreichung derselben Aciditiét verbraucht werden. 
Nimmt man nun mit Michaelis, Scheer und Adam an, daB die Gartatigkeit erst bei 
Eintritt derselben Endacitat aufhért, so ist zu erwarten, daB in verschiedenen Nahr- 
biden, je nach der Pufferung, verschiedene Sduremengen entwickelt werden. Diese 
Verhiltnisse haben in einer groBen Zahl auch padiatrischer Arbeiten nicht geniigend 
Beachtung gefunden, teilweise zu MiBdeutungen gefiihrt und biologische Wirkungen 
dort vermuten lassen, wo rein physikalisch-chemische Vorginge das Verhalten 
vielleicht geniigend erklaren. 

Interessant schien es uns besonders, den gdrungssteigernden Einflup 
durch Zusatz von Kiweif und seinen Abbauprodukten zu den Nahrbéden, 
den Bliihdorn®) besonders betont und der auch in der Arbeit von Wolff 
bestatigt wurde, in einfacher, gesetzmaiBiger Weise zu deuten. Diese 


1) Journ. of infect dis. 17%, Nr. 1. 1915; Journ. of biol. chem. 22, Nr. 1. 1915; 
Journ. of infect. dis. E%, Nr. 1. 1915. 

2) Journ. of exp. med. 29 u. 30. 1919. 

3) Ann. de Dinst. Pasteur 35, Nr. 4. 1921. 

4) Siehe auch Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. 2. Auf!., Bd. I. 


5) Monatsschr. f. Kinderheilk. Orig. 13. 
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EiweiBwirkung hat gerade der Pidiatrie betriichtliches Unbehagen hin- 
sichtlich der Erklarung ihrer therapeutischen Wirkungsweise bereitet 
und zu Hilfsannahmen Veranlassung gegeben, deren Unterlagen keines- 
wegs befriedigen. Bei Priifung dieser Frage ergibt sich auch Gelegen- 
heit, festzustellen, ob und wie weit die Konstanz der Endaciditiét auch 
fiir die verschiedensten Nahrlésungen gilt und von welchen Faktoren 
sie abzuhangen scheint. Ferner wird dann auch die Bedeutung der 
Zuckerkonzentration fiir den GirprozeB abgehandelt. 
Teil I. 

Die Garungsverhaltnisse wurden wie von E. Wolf an einer Kultur des Bac. 
lact. aerogenes studiert. Wichtig erscheint fiir folgende Ausfiihrung eine Einteilung 
der Coli aerogenes-Gruppe, die von Amerikanern zuerst von Smith angeregt, 
dann von Keyes'), Roger, Clark und Davis*) Evans*) mit exakter Methode begriindet 
wurde. Sie unterschieden 3 Gruppen. Die erste entwickelt, immer unter anaeroben 
Bedingungen, in einer bestimmten Peptonzuckerlésung CO, und H in dem kon- 
stanten Verhaltnis von ca. 1. ,,the low ratio organism“. Die zweite entwickelt 
bedeutend mehr CO,, so daB der Quotient 1,9—3 betriigt, ,,the high ratio organism”. 
Die dritte, endlich seltenste entwickelt fast nur CO,, ,,the oo (infinitiv) ratio 
o.ganism“. Die zweite Gruppe zeichnet sich nun auch dadurch vor der ersten aus, 
daB sie bei derselben Zuckerkonzentration trotz fast gleicher Zuckergirung be- 
deutend weniger Saure produziert. Auf einem Nahrboden von 1% Zuckergehalt 
wird ein Colibacillus von der Grappe II also allen Zucker verbrauchen, ehe durch 
die geringe Siuremenge die hemmende Aciditat erreicht ist, waihrend ein Coli- 
bacillus der ,,Low ratio“-Gruppe die Endaciditét umgekehrt erreicht, ehe der 
gesamte Zucker verbraucht ist. Der hier angewandte Stamm gehért der Gruppe 
der ,,Low ratio organism“ an. 

Die Nahrlésungen wurden absichtlich méglichst einfach zusammengesetzt. 
AuBer den in den Versuchsreihen wechselnden Mengen Eiweif und Zucker wurde 
nur ein Phosphatgemisch nach Sérensen*) dem destillierten Wasser zugesetzt; 
NaCl erwies sich in Vorversuchen als iiberfliissiger Zusatz. Als EiweiBkérper diente 
in fast allen Versuchen Witte-Pepton, als Zucker einfacher Rohrzucker. Die Nahr- 
l6sung wurde in iiblicher Weise fraktioniert sterilisiert, die Zuckerlésung vor der 
letzten Sterilisation zugefiigt, nach der Sterilisation py mit der Gaskette nach 
Michaelis gemessen, auBerdem gegen Phenolphthalein mit ®/,,-NaOH resp. frisch 
hergestellte "/,99 titriert, bis ein festgesetzter Farbton erreicht war. Die Beimpfung 
geschah z. T. mit 1 cem einer 3tagigen Bouillonkultur, z. T. mit einer Platinése 
einer 24stiindigen Agarkultur. Die Bebriitung fand im Brutofen bei 35° unter 
aeroben Verhiltnissen statt. In bestimmten Zwischenraumen wurden Proben 
titrimetrisch und elektrometrisch untersucht, dabei gleichzeitig auf Agar aus- 
gestrichen, um eventuell Verunreinigungen zu erkennen, sowie die Lebensfahigkeit 
der eingeimpften Bakterien zu kontrollieren. Die Ausgangslésungen wurden, soweit 
die Fragestellung es nicht anders erforderte, durch kleine Mengen HCl, NaOH 
oder Phosphatgemische auf ein méglichst gleiches py eingestellt. 

Es ist nicht ganz leicht, die Ergebnisse der experimentellen Unter- 
suchungen nach einzelnen Gesichtspunkten iibersichtlich zu ordnen, 


1) Journ. of med. research 21, 69. 1909. 
2) Journ. of infect. dis. 14, 411. 1914. 

3) Journ. of infect. dis. 1915, S. 79 u. 135. 
4) Diese Zeitschr. 21. 1909. 
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da alle eng miteinander verkniipft, schwer sich aus einer Gesamtbetrach- 
tung herauslésen lassen. Beobachtet sei zunichst der EinfluB ver- 
schiedener Konzentrationen von Pepton. In Ubereinstimmung mit 
friiheren Arbeiten (Rahn'), Bliihdorn, Wolff 1. c.) ist aus den Versuchen 
eindeutig zu ersehen, daB Peptonzusatz zu einer Zuckerlésung mit einem 
Gehalt von ca. 1,5°/y, Kaliumphosphat die Siurebildung erheblich stei- 
gert. Dieser Phosphatzusatz nach Sorensen wurde weniger darum ge- 
waihlt, um die Lésung auf ein bestimmtes py zu regulieren, denn die 
Pufferwirkung ist in dieser Konzentration relativ zur Peptonlésung zu 
gering, vielmehr sollte der begiinstigende EinfluB des Phosphors auf 
den fermentativen Vorgang, der in diesen geringen Mengen nach U/I- 
schinsky und Fraenkel schon optimal zu sein scheint, in allen Versuchs- 
reihen gleichmaBig eingeschaltet werden. Diese Steigerung der Saure- 
bildung durch Peptonzusatz, die an anderen Bakterien ebenfalls haufiger 
beobachtet wurde, ist in den verschiedensten Nahrlésungen regelmabig 
nachweisbar und verlaiuft fast proportional der beigefiigten Eiweib- 
menge. Bisher ist die Steigerung der Siurebildung durch Eiweif vor- 
wiegend durch das bessere Wachstum der Mikroorganismen infolge An- 
reicherung an Nihrstoffen erklirt worden. Es erscheint nun zweifelhaft, 
inwieweit eine solche Vermehrung der Bakterien, die, wenn tiberhaupt 
regelmaBig nachweisbar, auch durch Pufferung ihre Erklarung finden 
kénnte, in dem Mafstabe, wie sie Rahn und Bliihdorn gefunden, wirk- 
lich als der wesentliche Faktor fiir jenes Phinomen der verstarkten 
Saurebildung anzusehen ist. Dagegen spricht erstens: in den ersten 
6 Stunden, in denen die’ Menge der fermentativ tatig gewesenen Bak- 
terien eine Million mal geringere gewesen ist, wird mehr als die Halfte 
der gesamten Siuremenge produziert. Zweitens: neutralisiert man eine 
gezuckerte Milch 24 Stunden nach der Beimpfung [ Rahn, L. F. Forster?), 
so wird bei gleicher Zuckeranreicherung in den nachsten 8 Stunden, 
verglichen mit den ersten 8 Stunden, die Saiurebildung trotz der unge- 
heuer vermehrten Ausgangszahl der Bakterien nicht gréBer). Nur wird der 
nach Forster die anfingliche scheinbare Stillstandsperiode vermiBt, die 
man bei frischer Beimpfung beobachtet. Es wurde darum an dieser 
Stelle der Versuch gemacht, experimentelle Stiitzen fiir eine andere Er- 
klarung der EiweiSwirkung zu gewinnen, indem der Hinflup seiner 
Pufferwirkung gepriift wurde. Der Gedanke lag nahe, ist auch von an- 
derer Seite (Freudenberg, Adam, Clark) schon beriihrt worden. 

Vorweg sei aus den anderen Ergebnissen dieser Untersuchungen ge- 
nommen, daB in zuckerreichen Lésungen von gleicher Ausgangsaciditat 
bei Beimpfung mit Lact. aerogenes ein konstantes End-p, erreicht wird, 
z. B. in einer Nahrlésung von 3°%, Pepton, 5°, Rohrzucker und 150tel M. 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. Abt. II, 32. 
2) Journ. of bacteriol. 6. 1921. 
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Phosphatzusatz. Die spez. ,,Kapazitat’’ (s. 0.) einer reinen, z. B. 2°, 
Peptonlésung durch Titration mit 0,1 n-Saure bis zu dem wohldefinierten 
Farbton eines Indicators (y-Dinitrophenol) wurde bestimmt, der dem 
konstanten End-pg der vorgenannten Lésung entspricht, dann wurde 
in gleicher Weise ein reines Phosphatpuffergemisch ermittelt von der- 
selben spez. Kapazitat. Nun wurde einer Zuckerlésung von 1% Pepton 
und 150tel M. Phosphat Pepton einer- und Phosphat andererseits in 
solchen Mengen zugesetzt, daB jedesmal dieselbe spez. Kapazitit resul- 
tierte. Wurden diese Lésungen beimpft, so waren, falls der obige Ge- 
dankengang sich bestatigen sollte, nach gleichen Zeiten nicht nur gleiche 
Aciditat, sondern auch die Entwicklung gleicher Saiuremengen zu er- 
warten. Das Experiment bestdtigle vollauf diese Annahme, auch bei 
anderen EiweifB- und Phosphatkonzentrationen (s. Versuchsreihe Il und 
IV). Gegen den Einwand, daB die Steigerung der Siurebildung durch 
Phosphatzusatz auf anderem Wege, wie durch Eiweif8 zustande kommt, 
namlich durch eine die Fermentation spezifisch beschleunigende Wir- 
kung des Phosphors, spricht schon die iiberraschende Genauigkeit, in der 
sich Phosphat und EiweiB von gleicher, spezifischer Kapazitat vertreten. 
Um zu zeigen, daB diese Ubereinstimmung nicht rein zufallig ist, wurde 
das Verhalten anderer Puffergemische studiert. Versuchsreihe III zeigt, 
daB ein Gemisch von Citrat (Herstellung nach Sérensen) und NaOH in 
durchaus ihnlicher Weise die Peplonzugabe zu ersetzen vermag. Es hieBe 
wohl zu skeptisch sein, wollte man eine neueste Beobachtung von H. und 
C. Brown") heranziehen, die eine begiinstigende Wirkung der Citronensaure 
auf das Wachstum der einzelnen Bakterien feststellen, wobei aber eben 
die Pufferung dieser Substanz nicht beriicksichtigt wird [Jacques Léb*)]. 

Die Wirkung von Pepton bzw. Phosphatzusatz auf die Saurebildung 
aus Zucker durch Bakterien diirfte folgendermaBen zu erklaren sein. 
Die hier angestellten Experimente (s. u.) zeigen, daB bei gleichzeitiger 
und gleichmaBiger Beimpfung neutraler Medien trotz gesteigerter Saure- 
bildung das py in der eiweifreicheren, d. h. besser gepufferten Lésung zu- 
riickbleibt, gegeniiber der minder gepufferten. In letzterer wird nun 
rascher eine Aciditat erreicht, die die Bakterientatigkeit schwacht, als 
in der besser gepufferten, die bei gleicher Saurebildung noch ein py im 
optimalen Bereich besitzt und ungestért die Bakterien weiter vergaren 
laBt. Daher bildet sich in dieser Lésung einerseits mehr Saure, anderer- 
seits hinkt sie in ihrer Aciditét der schlechter gepufferten nach (s. Ver- 
suchsreihe I, II, [V). Quantitativ ist diese Auffassung allerdings schwer 
zu beweisen 8). 

3) Lancet 20@, Nr. 1. 1921. 

*) Journ. of gen. physiol. 1—6. 

3) Nach Drucklegung angestellte Versuche zeigen, daB hei massiver Be- 
impfung das Zuriickbleiben der Aciditét in der besser gepufferten Lésung nach 
2 Stunden sehr betrachtlich ist. 
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In weiteren Versuchen (s. Versuchsreihe XI und XIJ) lieB sich zeigen, 
daB sich der Peptongehalt bis zu einem Minimum von ca. 1°/4, durch 
Phosphatpuffergemische gleicher ,,spezieller Kapazitit** ersetzen laBt, 
ohne dab die Saiurebildung vermindert wird; bei einem Gehalt von 
0.19/49 war die Gartatigkeit zwar verlangsamt, fiihrte aber zu derselben 
Endaciditat; sogar bei giinzlichem Fehlen von Eiweif lieB sich nach 
einigen Tagen Sauerung gegeniiber einer unbeimpften Kontrollésung 
nachweisen. Der Stickstoffbedarf der Bakterien ist also schon durch 
einen Gehalt von ca. 1°/), Pepton gedeckt. Jeder weitere Zusatz von 
Pepton steigert die Saurebildung nur durch die ihm eigene Puffer- 
wirkung. 

Kine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration ist nicht der einzige 
die Bakterientatigkeit hemmende Faktor, sonst miBte unabhingig von 
der Ausgangslésung stets dieselbe Endaciditat erreicht werden bei Be- 
impfung mit denselben Bakterien. Nun liegt in einer besser gepufferten 
Lésung das End-py deutlich hoher (z. B. bei 6%, Pepton um 0,4) [siehe 
auch Charles Wolf)|. Auch die Ausgangsaciditat ist von EinfluB auf die 
Endaciditat, z. B. kann eine zu-starke Alkalitaét besonders empfindliche 
Bakterien von vornherein schadigen, so daB ihr Garungsvermégen leidet 
| H. Jones*)|. In anderem Sinn zeigt sich der EinfluB der Ausgangsaciditat 
in folgendem Versuch. Gleich zusammengesetzter Peptonzuckerlésung 
wurden gleiche Mengen 1. primiares, 2. sekundires Natriumphosphat 
und 3. ein Gemisch von beiden in gleicher Konzentration zugesetzt, die- 
selben dann beimpft. Das End-p, der Lésung mit primarem Phosphat, 
also der mit der héchsten Anfangsaciditaét betrug 4,3, der mit dem Ge- 
misch 4,7, der mit sekundirem Phosphat 4,9. Wahrend im gleichen 
Nahrboden ganz ohne Phosphatzusatz (d. h. minimal gepuffert) trotz 
relativ niedriger Anfangsaciditat eine End-py von 4,25 erreicht wurde. 
Diese Ergebnisse werden durch Zahlen der Versuchsreihe I sowie be- 
sonders Versuchsreihe 1X bestatigt, in der zur Nahrlésung Natrium Lact. 
einer- und Milchséure andererseits in gleicher Konzentration zugesetzt 
wurde. Die Lésung mit der nicht neutralisierten Milchsiure zeigte die 
héhere Endaciditat. 

Die Deutung dieser Verhiltnisse diirfte auch fiir die Girungsvorginge 
im Darm nicht ohne Interesse sein. Neben Wasserstoffioncnkonzentra- 
tion wirkt lahmend auf die Bakterien die Anwesenheit von Endpro- 
dukten der Garung, insbesondere von Siuren. Letztere sind mit groBter 
Wahrscheinlichkeit nur wirksam als freie indissoziierte Sduremolekiile, 
wihrend sie nach friitheren*) wie eigenen Untersuchungen (s. Versuchs- 


1) Brit. Journ. of exp. pathol. 1921, Nr. 1. 

2) Journ. of ifect. dis. 26 u. 27. 1920. 

3) Siehe dariiber Embden, diese Zeitschr. 45, 1912. — M. E. Collet, Journ. of 
exp. zool. 1921, Nr. 1. — Michaelis und Dernby, Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 7. 
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reihe VI und VII) als Ionen die Garung nicht beeinflussen. Im Verlauf 
der Girung steigt mit der Aciditaét der Anteil freier Saure. Die 
wachsende Aciditét unterstiitzt also die schadigende Wirkung der ge- 
bildeten Saure. Diese Summation er6ffnet nun das Verstandnis fiir 
den EinfluB von Pufferwirkung und Anfangsaciditat auf die Endaciditat. 
In besser gepufferten Lésungen wird néimlich infolge bedeutend grébe- 
rer Sdurebildung bei einem héheren py schon eine schadliche Konzen- 
tration an freier Siure entstehen. Ist ferner die Anfangsaciditat schon 
hoch, so wird umgekehrt ein relativ niedriges, an sich schon lahmendes py 
erreicht, ehe hohe, schadigende Saurekonzentrationen sich bilden. Bei 
den ziemlich geringen Unterschieden in der Endaciditat trotz bedeuten- 
der Pufferungsdifferenzen mu aber, wie ein Blick auf die Dissoziations- 
restkurve der Milch- und Essigséure lehrt, ein itiberwiegender direkter 
Kinflu®8 der H-lonen auf das Bacterium angenommen werden. 

Nach den Experimenten wirkt giirungshemmend Milchsaure, nur 
etwas weniger Essigsiure. Salz- und Phosphorsiiure sind in den in Be- 
tracht kommenden Aciditatsbereichen nicht indissoziiert vorhanden und 
schon darum unwirksam. 

Der influB verschiedener Rohrzuckerkonzentrationen auf die 
Girung, der fiir die Sauglingsernihrung erhebliches Interesse bean- 
sprucht, wurde in zahlreichen, hier nicht vollstiindig mitgeteilten Ver- 
suchsreihen gepriift. Die Beobachtungen Wolffs (l.c.) konnten im 
wesentlichen innerhalb gewisser Pufferungsgrenzen (1—3°,, Pepton ca. 
bei minimalem Phosphatzusatz) bestitigt werden. Steigerung der Zucker- 
konzentration iiber 5°, bewirkt keine Beschleunigung der Saiurebildung, 
allerdings kann auch von einer Hemmung kaum die Rede sein. Weniger 
Saure im gleichen Zeitraum wird aber bei Konzentrationen unter 5°, 
gebildet, mit um so steilerem Abfall, je mehr der Zuckergehalt sinkt. Ist 
nun die Pufferung des Nahrbodens gr6Ber, so wird infolge schneller Ver- 
garung des Zuckers seine Konzentration rasch verringert und daher die 
Geschwindigkeit der Siurebildung schon nach kurzer Zeit zugunsten der 
héher (iiber 5°.) konzentrierten Lésungen verschoben. Zieht man 
auberdem die betrichtliche Verdiinnungssekretion im Magendarmkanal 
in Rechnung, so wird man der klinischen SchluBfolgerung Wolffs groBes 
Bedenken entgegenbringen, dal} nimlich eine Zuckeranreicherung der 
Sauglingsnahrung tiber 5°, die Girungsprozesse im Darm nicht steigere. 

Milchzucker und Maltose werden vom Bact. lactis aerogenes schneller 
vergoren als Rohrzucker (s. Versuchsreihe VII). Auch die Endaciditat 
hingt, zwar nur wenig, von der Art des Zuckers ab). 

Ist das Pufferungsvermégen relativ zur Zuckermenge sehr grob, so 
kann praktisch aller Zucker vergoren werden, ehe eine die Bakterien- 


1) Brown, Journ. of infect. dis. 15. 1914. Virchow, zit. nach Clark, |. ¢. 
Forter, 1. ¢. 
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titizkeit lahmende Endaciditat erreicht. Dann setzt, unter aeroben 
Verhaltnissen (s. Versuchsreihe I, IV, XIV) nach einer Zeit steigernder 
Aciditat eine riickwdrtige Alkalisierung ein, wahrscheinlich in dem 
Augenblick, in dem das Giarsubstrat verbraucht ist. Am Colibacillus 
machte Clark dieselbe Beobachtung. In neutraler, zuckerfreier Pepton- 
losung wurde beim Bact. lact. aerogenes weitere Alkalisierung nur bis 
Py = 8,1 beobachtet [s. auch Pfaundler})]. 

Vergleicht man verschiedene Arten von Eiweif in Nahrlésungen auf 
ihren Einflu8 fiir die Girung, so sind folgende Umstinde zu_beriick- 
sichtigen. 1. Das Pufferungsvermégen, 2. die Léslichkeit des EiweiB- 
korpers, beide u. a. in Abhingigkeit vom isoelektischen Punkt. Fallt 
das Eiweif z. B. Casein infolge der héheren Aciditat aus, so kann es als 
Bodensatz weiterhin seinen puffernden Einflu8 nur ungeniigend ent- 
falten. Sorgt man durch wiederholtes Schiitteln wihrend der Bebriitung 
fiir stindige Durchmischung des Rodensatzes mit der gesamten Niahr- 
lésung und beobachtet man peinlich dieselben VorsichtsmaBregeln bei 
der Titration, so wird bei gleicher spezieller Kapazitat auch dieselbe 
Saiuremenge gebildet werden (s. Versuchsreihe VII f. Casein). Andern- 
falls wird zwar eine ahnliche Endaciditiét erreicht, aber die gebildete 
Siuremenge ist in der Nihrlésung mit Bodensatz geringer. 


Zusammenfassung. 


1. Der EinfluB des Peptons als Vertreter eines Eiwei&k6rpers auf die 
Vergirung des Rohrzuckers durch Bact. lact. aerogen, wahrscheinlich 
auch durch andere Bakterien der Coliaerogengruppe, beruht 1. auf seiner 
Kigenschaft als Stickstofftaiiger, 2. auf seiner Pufferwirkung. Zur Be- 
friedigung des N-Bcdarfs geniigt 1°/,, Pepton véllig, jeder weitere Pep- 
tonzusatz steigert die Garung nur durch Pufferwirkung und 1aBt sich 
gleichwertig durch Phosphat- oder Citratgemische ersetzen. Fiir andere 
EiweiBstoffe gilt prinzipiell wahrscheinlich das gleiche (z. B. Casein), 
wenn man nur ihre physikalisch-chemischen Konstanten beachtet. 

2. Der Gairungsverlauf einer mit Bact. lact. aer. beimpften Pepton- 
zuckerlésung wird besonders durch die jeweilige H-lonenkonzentration 
weniger, aber merklich, durch die spezifische Natur der bei der Garung 
gebildeten Sauren, z. B. Milch oder Essigsiure beeinfluBt, diese wirken 
schiadlich nur als indissozierte Saure. 

3. Die Bedeutung der Zuckerkonzentration fiir die Gdrung steht in 
engem Zusammenhang mit dem Pufferungsvermégen der Nahrlésung. Ist 
dies gering relativ zur Zuckerkonzentration, so bewirkt Steigerung des 
Rohrzuckergehaltes iiber 5% keine Beschleunigung der Gdrung. Ist es 
dagegen relativ groB, so tritt bei Beimpfung nach anfiinglichem Steigen 
der Aciditdt, eine nachtrigliche Alkalisierung ein. 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 31. 1902. 
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Experimenteller Teil. 
Versuchsreihe I, 


Kélbchen 1. 0,6 g Pepton (Witte) + 6 ccm Phosphatgemisch (7,4) nach Sérensen 
-+ 1,5cem Zuckerlésung (40 proz.) + 51,9 cem Aqu. dest. 


bo 


0,6 g Pepton + 6 cem Phosph. (7,4) + 7,5ccem Zuckerlésung (40 proz. ) 

+ 45,9 com Aqu. dest. 

3. 0,6 g Pepton + 6 ccm Phosph. (7,4) + 15 cem Zuckerlésung (40 proz.) 
-+ 38,4 ccm Aqu. dest. 

4. 0,6 g Pepton + 6 ccm Phosph. (7,4) + 30 cem Zuckerlésung (40 proz.) 
+ 23,4ccm Aqu. dest. 

5. 0,6 g Pepton + 6 cem Phosph. (7,4) + 1,5 ecm Zuckerlésung (40 proz. ) 
+ 49,4 ccm Aqu. dest. + 2,5 cem ®/,9-HCI. 

6. 0,6 g Pepton + 6 ccm Phosph. (7,4) + 30 cem Zuckerlésung (40 proz.) 

-+ 20,9 cem Aqu. dest. + 2,5cem ®/,5-HCl. 

0,6 g Pepton + 6 cem Phosph. (7,4) + 1,5 ccm Zuckerlésung (40 proz.) 

+ 48,4cem Aqu. dest. + 3,5cem ®/,)-HCi + 0,1 n-HCl. 

8. 0,6 g Pepton + 6 cem Phosph. (7,4) + 30 cem Zuckerlésung (40 proz.) 
+ 19,9 ccm Aqu. dest. + 3,5 cem ®/;9-HCl + 0,2 n-HCl. 

9. 3,6 g Pepton + 6 cem Phosph. + 1,5 cem Zuckerlésung (40 proz.) 
+ 48,9 ccm Aqu. dest. 

10. 3,6 g Pepton + 6 cem Phosph. + 30ccm Zuckerlésung (40 proz.) 
+ 20,4ccm Aqu. dest. 

ll. 3,6 g Pepton + 6 cem Phosph. + 1,5 cem Zuckerlésung (40 proz.) 
+ 4l1cem Aqu. dest. + 7,5 cem ®/,9-HCI. 

12. 3,6 g Pepton + 6 ccm Phosph. + 1,5 cem Zuckerlésung (40 proz.) 

+ 38cem Aqu. dest. + 10,5 cem ®/;9-HCl. 


Samtliche Kélbchen rasch hintereinander mit 1 ccm einer 3tagigen Bouillon- 
kultur beimpft und bei 37° bebriitet. Titrimetrischer Wert auf 10 ccm und 0,1 NaOH 
bestimmt, py mit Gaskette. 


Ergebnisse. 


Ausgangsaciditét n. 8 Stdn. n. 16 Stdn. n. 24 Stdn. n. 48 Stdn. 
titrimetr. py titrimetr. py!) titrimetr. py titrimetr. py titrimetr. py 


k 0,82 7,25 13 6,1 2,3 4,8 2.15 4,95 1,45 5,3 
2. 0,87 7,25 1,75 65,7 2,4 4,65 2,55 4,5 2,55 4,5 
3. 0,78 7,25 1,85 5,6 2,35 4,6 2.55 4,5 2,65 4,5 
4. 0,82 7,2 1,70 5,7 2,4 4,6 2,5 4,5 2.6 4,5 
5. 1,0 6,6 1,6 5,7 2,15 4,5 2,256 4,3 2,2 4,3 
6. 133 ° 60 2,15 65,1 2,6 4,45 2,25 4,35 2,4 4,3 
“fe 1,75 5,0 2,5 4,9 2,4 4,4 2,4 4,3 2,4 4,3 
8. 2,05 4,7 2,05 4,6 2,6 4,35 2,45 4,3 2,5 4.3 
9. 3,1 1,2 5,4 6,0 7,5 4,8 5,0 5,1 4,0 5,35 
10. 3,3 (a 5,4 6,0 7,8 4,8 7,5 4,95 7,8 4,75 
11. 5,08 6,8 5,5 nicht best. 7,7 4,75 4,5 5,1 3,8 5,4 
12. 5,75 6,7 5,9 nicht best. gO 4,75 4,2 5,15 3,8 5,4 


1) Zwischen den einzelnen Bestimmungen liegen ca. 10 Minuten Zwischenraum. 
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Versuchsrethe II. 


Koélbchen 13. 0,1 g Pepton + 1 cem Zuckerlésung (50 proz.) + 1 cem Phosphat- 
gemisch (py = 7,4) + 8cecm Aqu. dest. 
14. 0,3g Pepton + leem Zuckerlésung (50 proz.) + 1cem Phosphat- 
gemisch (py = 7,4) +- 8cem Aqu. dest. 
15. 0,1 g Pepton + 1 ecem Zuckerlésung (50 proz.) + 5 ccm Phosphat- 
gemisch (py = 7,4) + 4cecem Aqu. dest. 
16. 0,4g¢ Pepton + Leem Zuckerlésung (50 proz.) + 1 cem Phosphat- 
gemisch (py = 7,4) + 8ccm Aqu. dest. 
17. 0,6g¢ Pepton + 1 cem Zuckerlésung (50 proz.) + 1 cem Phosphat- 
gemisch (py = 7,4) + 8cem Aqu. dest. 
18. 0,1 g Pepton + 1 cem Zuckerlésung (50 proz.) + 10 cem Phosphat- 
gemisch (py = 7,4). 


Samtlich mit 1 Normalése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


Ausgangsaciditit n. 5 Stdn. n. 24 Stdn. 
0,1 NaOH p, 0,1n-NaOH py 0,1 NaOH py 
13. 0,76 7,3 1,43 2,35 4,3 
14. 1,65 7,3 3,2 3,95 4,75 
15. 2,15 7,25 3,8 4,8 4,8 
16. 2,05 7,0 3,85 4,65 4,75 
17. 3,05 7,25 5,4 7,6 4,9 
18. 3,0 7,3 5,25 7,5 4,9 


Versuchsreihe III. 


Kélbchen 19. 0,6 g Pepton + 1 cem 0,1 n-HCl + 1 cem Phosphatgemisch + 2 ecm 
Zuckerlésung (50 proz.) + 7 ccm H,O. 
20. 0,1 g Pepton + 2,7 cem Citrat + 1 cem Phosphatgemisch + 2 cem 
Zuckerlésung (50 proz.) + 3eem H,O + 2,3 cem ®/;9-NaOH. 
21. 0,1 g Pepton + 4,4 cem Citrat + 1 cem Phosphatgemisch + 2 ccm 
Zuckerlésung (50 proz.) + 3,6 ccm ®/,)-NaOH. 


Mit 1 Normalése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


Ausgangsaciditat n. 20 Stdn. 

O,.ln-NaOH py 0,ln-NaOH = py 
19. 4,6 6,8 a 4,8 
20. 4,8 6,7 7,5 4,95 
21. 6,7 6,7 11,4 5,0 


Versuchsrethe IV. 
+ Kélbchen 22. 0,1 g Pepton + 1 ccm Phosphatgemisch (py = 8,4) + 2 cem Zucker- 
lésung (50 proz.) + 8cem Aqu. dest. 
23. 0,6 g Pepton + 1 cem Phosphatgemisch (py = 8,4) +- 2 cem Zucker- 
lésung (50 proz.) + 7,5cem Aqu. dest. 


’ 24. 0,6 g Pepton + 5 cem Phosphatgemisch (py = 8,4) + 2 cem Zucker- 
lésung (50 proz.) + 3,5cem Aqu. dest. 
25. 0,6g Pepton + 5ccem Phosphatgemisch (py 8,4) + 0,2 cem 


Zuckerlésung (50 proz.) + 5,3 ccm Aqu. dest. 


Mit 1 Normalése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 











22. 
23. 
24. 
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Ausgangsaciditat n. 40 Stdn. n. 64 Stdn. 


0,ln-NaOH py 0,1 n-NaOH Pu 0,1 n-NaOH Pu 
0,45 2,8 4,6 3,4 4,45 
24 \ 0 79 7.5 5,0 8,6 4,8 
“aa: 9,9 5,55 11,9 4,9 
4,3 8,1 6,35 6,5 6,6 


25. 


Kélbchen 26. 


28. 


Samtlich 


Kélbchen 29. 
30. 


31. 


Versuchsrethe V. 


0,1 g Pepton + lcem Phosphatgemisch + 0,2 cem Zuckerlésung 
(50 proz.) + 9ecm H,O. 

0,6 g¢ Pepton + leem Phosphatgemisch + 1,0cem Zuckerlésung 
(50 proz.) + 8,5cem H,O. 

0,1 g Pepton + 1ceem Phosphatgemisch + 4 ccm 
(50 proz.) + 5cecm H,0O. 


Zuckerlésung 


mit 1 ccm einer 3tagigen Bouillonkultur beimpft. 


Ausgangsaciditét n. 6 Stdn. 
0,1 n-NaOH Pu Pu 
26. 0,85 6,9 5,7 
27. 3,4 7,1 5,7 
28. 0,45 7,2 5,4 
Versuchsreihe VI. 
0,1 g Pepton +1cem Phosphatgemisch + 1cem Zuckerlésung 
(50 proz.) + 8cem H,0O. 
0,4g Pepton-+1lcem Phosphatgemisch + leem Zuckerlésung 


(50 proz.) + 8cem H,0. 
0,1 g Pepton + 5 ccm 
(50 proz.) + 4cem H,0. 


Phosphatgemisch + 1cem Zuckerlésung 


Simtlich mit 1 cem einer 3tagigen Bouillonkultur beimpft. 


Kélbchen 32. 
- 33. 
‘i 34. 
” 35 
9 36. 


Biochemische Zeitschrift Band 131. 


Ausgangsaciditat n. 2 Stdn. 
Pu Pu 
29. 7,1 6,4 
30. 7,2 6,7 
31. 7,15 6,8 


Versuchsrethe VII. 


0,1 g Pepton + 1 cem Phosphatgemisch + 2 ccm Rohrzuckerlésung 
(50 proz.) + 8cem H,0O. 

0,1 g Pepton + 1 ccm Phosphatgemisch + 1 g Milchzuckerlésung 
+ 9ceem H,0. 

0,1 g Casein + 1 ccm Phosphatgemisch + 2 cem Rohrzuckerlésung 
(50 proz.) + 8 ccm “H,0. 

0,1 g Casein + leccem Phosphatgemisch +- 
+ 9ecm H,O. 
0,1 g Pepton + 

H,0. 


1g Milchzuckerlésung 
l1cem Phosphatgemisch + 1 g Maltose + 9 cem 


32 








496 Fr. Miiller: 
Ausgangsaciditiat n. 6 Stdn. n. 18 Stdn. 
0O,ln-NaOH py 0,ln-NaOH 0O,1n-NaOH = py 

32. 2,2 6,5 2,6 4,4 5,35 
33. 1,8 6,75 3,75 5,7 5,0 
34.1) 1,4 7,2 2,2 4,2 5,45 
35.1) 1,3 7,2 2,8 5,9 5,05 
36. 1,9 ia 3,4 5,7 5,2 


Versuchsreihe VIII. 

K6élbchen 37. 0,1 g Pepton + 3cem ®/,9-Milchsiure + 5cem Phosphatgemisch 
(Pu = 8,2)?) + 2cem H,O + 1g Rohrzucker. 

38. 0,lg Pepton + 3ccem "/;9-Essigsiure + 5cem Phosphatgemisch 
(Pu = 5,2) + 2cem H,O + 1g Rohrzucker. 

re 39. 0,1 g Pepton + 5cem Phosphatgemisch (py = 2,0) + 5cem H,O 

+ 1g Rohrzucker. 
Samtlich mit einer Platinédse einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


Ausgangsaciditat n. 2 Tagen n. 3 Tagen 
0,1 n-NaOH Pu 0,ln-NaOH py Pu 
37. 2,55 6,3 8,2 5,5 5,0 
38. 4,0 5,7 8,8 5, 4,9 
39. 3,1 6,3 10,0 4,55 4,55 


Versuchsreithe IX. 


Koélbchen 40. 0,2 g Pepton + 6 ccm ®/;9-Milchsiure + 10 com Phosphatgemisch 
(Pu = 2) +- 1g Rohrzucker + 4cem H,O. 


9s 41. 0,2g Pepton + 6cem 2%/,9-Essigsiure + 10 cem Phosphatgemisch 
(Py = 8,2) + 1 g Rohrzucker + 4cem H,O. 
- 42. 0,2g Pepton + 6ccm "/,)-Milchsiure + 10 ccm Phosphatgemisch 


(Pu = 8,2) + 1g Rohrzucker + 4cem H,0O. 
Simtlich mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur* beimpft. 


Ausgangsaciditat n. 3 Tagen n. 5 Tagen 
0,ln-NaOH py, 0,1n-NaOH Pa O,ln-NaOH Pu 
40. 7,3 5,25 9,6 4,85 9,6 4,8°) 
41. 4,8 6,25 8,1 4,95 7,1 5,35°) 
42. 4,2 6,4 at 5,1 7,8 5,15) 


Versuchsrethe X*). 
Kélbchen 43 u. 43a. 0,1 g Pepton + 1 com Phosphatgemisch (py, = 8,2) + 1 eem 
Zuckerlésung (50 proz.) + 8cem H,0O. 
‘ 44u. 44a. 0,1 g Pepton + 1 cem Phosphatgemisch (py = 8,2) + 5 cem 
Zuckerlésung (50 proz.) + 4cem H,0. 
Saimtlich mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


1) Die Kélbchen mit Casein wurden wiederholt umgeschiittelt. 
*) Phosphatgemisch 8,2 = 8,2 Teile sekundires Phosphat + 1,8 primires 


Phosphat usw. 
3) Bei Abimpfung auf Zuckeragar wuchsen mabBig viel Bact. lact. aerogen. 
*) Versuchsreihe X wurde in ahnlicher Weise und mit gleichem Resultat noch 
wiederholt angestellt. AufSerdem wurden Konzentrationen von 0,1—20°%% titri- 
metrisch nach 5 Stunden gemessen. 








armen te 
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Ausgangsaciditat n. 6 Stdn. 
O,ln-NaOH = py 0,lIn-NaOH = py 
43. 0,78 1,8 5,5 
43a. 0,80] nicht bestimmt 1.8 5.6 
44. 0,76 ca. 7,2 1,75 5,6 
44a. 0,83 1,8 5,45 


Versuchsreihe XI. 
Kolbchen 45. 5cem Peptonlésung (2proz.) + 1leem Zuckerlésung (50 proz.) 
l1cem Phosphatgemisch (py = 8,4) + 3cem H,0O. 


a 46. 2,5ccm Peptonlésung (2 proz.) + 1leem Zuckerlésung (50 proz.) 
+ 3ccm Phosphatgemisch (py = 8,4) + 3,5cem H,0. 
“ 47. lecm Peptonlésung (2proz.) + leem Zuckerlésung (50 proz.) 


+ 8cem Phosphatgemisch (py = 8,4). 
Saimtlich mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 
Ausgangsaciditat n. 18 Stdn. 


O,ln-NaOH py 0,ln-NaOH py 


99 


45. 0,8 7,2 2,2 5,35 
46. 1,4 7,15 3,4 5,55 
47. 3,1 7,2 6,6 5,45 


Versuchsreihe XII. 
Kélbchen 48. 1 Tropfen 2 proz. Peptonlésung + 4 ccm Phosphatgemisch (py 8,4) 
+ 1leem Zuckerlésung (40 proz.) + 5cem H,0O. 
P 49. 5ccm 2proz. Peptonlésung + 1cem Phosphatgemisch (py 8,4) 
+ leem Zuckerlésung (40 proz.) + 3cem H,O. 


Beide Kélbchen je mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


Ausgangsaciditat n. 48 Stdn. n. 4 Tagen 
0,ln-NaOH py 0,1 NaOH py Pu 
48. 0,8 7,2 2,0 6,6 5,95 
49. 0,86 7,1 3,2 4,8 5,25 


Versuchsreihe XIII. 


Kélbchen 50. 2 cem Peptonlésung (2 proz.) + 5cem Phosphatgemisch (py = 8,4) 
+4ceem Zuckerlésung (40 proz.) + 9cem H,0O. 


“1 51. 10 ccm Phosphatgemisch (py = 8,4) + 4 ccm Zuckerlésung (40 proz. 
+6cem H,0O. 
- 52. Ebenso wie 51 als Kontrolle. 


50 und 51 mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft, 52 als 
Kontrolle unbeimpft. 


Ausgangsaciditat n. 24 Stdn. n. 48 Stdn. n. 72 Stda. 
0,ln-NaOH py, 0,1n-NaOH py Pu Pu 
50. 1,15 7,35 4,7 5,4 4,85 
51. 1,6 7,2 2,4 7,0 6,95 6,85 
52. 7,15 7,15 x 
») * 
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Kélbchen 53. 


54. 


1) 
or 


56. 


Samtlich 


53. 
54. 
55. 
56. 





Fr. Miller: Beitrige zur bakteriellen Girung. 


Versuchsrethe XIV. 


0,1 g Pepton + 1 cem Phosphatpuffer (py 
lésung (40 proz.) + 8ccem H,O. 

0,1 g Pepton + 1 ccm Phosphatpuffer (py = 
lésung (4 proz.) + 8ccem H,0O. 

0,1 g Pepton + 1 ccm Phosphatpuffer (py = 8) + 1cem Zucker- 
lésung (0,4 proz.) + 8ccm H,O. 

0,1 g Pepton -+ 1cem Phosphatpuffer + 9 ccm H,0. 


8) + lecem Zucker- 


8) + leem Zucker- 


mit einer Platinése einer 24stiindigen Agarkultur beimpft. 


Ausgangsaciditat n. 18 Stdn. n. 2 Tagen 


0,ln-NaOH py 0,ln-NaOH py 0,ln-NaOH py 
0,8 7,0 2,6 5,4 3,0 4,65 
1,7 6,05 2,1 5,55 
ungefahr ungefaihr 1,35 6,3 1,15 6,55 
0,56 7,45 0,06 8,1 











Untersuchungen 
iiber den wachstumférdernden Faktor des Citronensaftes. 


I. Mitteilung. 


Auf welche Weise li8t sich der bakterienwachstumfoérdernde Faktor in 
dem Citronensaft dureh physikalische, chemische, kolloid-chemische 
Methoden beeinflussen ? 


Von 
Bruno Leichtentritt und Margarete Zielaskowski. 


(Aus der Universitatskinderklinik Breslau.) 
(Eingegangen am 1. Mai 1922.) 


Im vorigen Jahre hat der eine von uns!) ?) den Versuch gemacht, 
die Bedeutung der akzessorischen Nahrstoffaktoren im Sinne Hopkins 
und Hofmeisters auf das Gebiet der Bakteriologie zur Anwendung zu 
bringen. Dabei leitete ihn der Gesichtspunkt, die wachstumsférdernden 
Faktoren dieser Stoffe fiir ein beschleunigtes Bakterienwachstum nutz- 
bar zu machen, um auf diese Weise die Bakteriologie am Krankenbett, 
die mit ihrer Diagnose oft dem klinischen Befunde und einem sich dar- 
aus ergebenden aktiven Eingreifen nachhinkt (Diphtherie-Typhus- 
Meningokokken-Diagnose) zum ausschlaggebenden Faktor eines atiolo- 
gischen Handelns zu machen. Es lie sich der Befund erheben, da der 
Zusatz von Stoffen, die sich durch ihren ansatzférdernden Gehalt im 
Tierversuch und in der Klinik als wirksam erwiesen hatten, zu unseren 
iiblichen Naihrbéden, Bouillon und Agar, eine Erhéhung der Wachs- 
tumsintensitaét bewirkt. Auf Agar + Citronensaft bzw. Malzextrakt 
oder durch Autolyse gewonnenen Mohrriibenextrakt lie® sich ein 
Staphylokokkenstamm aus einem Osteomyelitiseiter ziichten, der auf 
den tiblichen Nahrbéden, auf Agar-, Blut-, Serum-, Ascitesplatte, nicht 
zum Wachstum zu bringen war. 

Bereits nach 8 Stunden war auf der Extraktstoffplatte ein Wachstumsbeginn 
festzustellen, nach 10 Stunden waren einzelne Kolonien zu identifizieren. Als 


Kontrolle wurde Agar mit verschiedenen Kohlenhydratzusitzen, Saccharose, 
Glykose, Maltose, verwandt, um die Zuckerwirkung auszuschlieBen. 


1) Berl. klin. Wochenschr. 1921, 8. 631. 
2) Verhandl. d. Ges. f. Kinderheilk. Jena 1921. — Monatsschr. f. Kinderheilk. 
1921, S. 22. 
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Die Versuche fielen stets zugunsten der Extraktstoff- und der Citro- 
nensaftplatte aus. Bei weiteren Versuchen zwecks Begiinstigung des 
Bakterienwachstums arbeitete Z. vor allem mit der Citrone, in der der 
Zucker nur in kleinen Mengen enthalten ist (in 100 ccm sind nach 
Borntrdger 0,75 g Invertzucker und 0,19 g Rohrzucker enthalten). Zu 
seinem Studium verwandte er vor allem Diphtheriebacillenstamme, die 
weder auf Agar, noch auf Ascites wuchsen. Da nicht alle Stémme in 
gleicher Weise anspruchsvoll sind, muBten jedesmal vor Beginn der Ver- 
suche entsprechende Wachstumskontrollen angestellt werden. Bei Diph- 
theriestimmen, mit denen auf Agar und Ascites, sowie auf Nahrbéden 
mit Zusatz der oben angefiihrten Zucker ein kiimmerliches oder gar kein 
Wachstum zu erzielen war, lieB sich auf Agar, dem 0,5 ccm alkalisierte 
frische Citrone zugesetzt wurde, bereits nach 6 Stunden ein schwaches, 
nach weiteren 12 Stunden ein intensives Wachstum wahrnehmen, 
nach 8 Stunden ergab das mikroskopische Bild eine ausgesprochene 
Tingierung der Babes-Ernstschen Koérperchen. Morphologisch waren 
die Bakterien gegen die Kontrolle auf der Serumplatte nicht wesent- 
lich verandert; sie waren vielleicht etwas kiirzer und plumper, bisweilen 
traten friihzeitig Keulenformen auf. Seinen Erfahrungen nach hatte die 
Methode durchaus fiir die praktische Diphtheriediagnose eine Bedeu- 
tung, da in einer grofBen Zahl untersuchter Fille in der gleichen Zeit 
wie auf der Serumplatte der Bacillennachweis gelang. Dabei hatte man 
den Vorteil, mit einem durchsichtigen Nahrboden zu arbeiten, bei dem 
man von der Beschaffung des Rinder- und Hammelserums unabhingig 
wird. ZL. betonte ausdriicklich, daB die Citronenplatte die Serumplatte 
nicht an Wirksamkeit tibertrifft, wie es tiberhaupt zunachst nicht in seiner 
Absicht lag, die fiir die Diphtheriediagnose vorhandenen Nahrbéden um 
einen neuen zu bereichern. Vielmehr kam es ihm in seiner ersten Mit- 
teilung darauf an, durch die Ziichtung des Staphylokokkenstammes und 
der Diphtheriebazillen eine Briicke zu schlagen zwischen Empirie und 
Theorie, da die Bakteriologie zu Ziichtungszwecken sich rein empirisch 
akzessorischer Niahrstoffe schon immer bedient (Fleischextrakt, Blut, 
Serum, Ascites, Eiter, Milch, Eier, Organe, Bakterienstoffwechsel- 
produkte, Bierwiirze, Pflaumenmus, Malz, Hefe, Pilzextrakte). Deshalb 
verzichtete er zuniichst darauf, nachzupriifen, wie die einzelnen Bak- 
terienarten sich den akzessorischen Nihrstoffaktoren gegeniiber ver- 
hielten, eine Liicke, wie sie spiter unter gegebenen Verhiltnissen noch 
auszufiillen ist. 


Durch Zufall wurde uns ein zweiter Staphylokokkenstamm in die Hinde 
gespielt, der ebenfalls einem osteomyelitischen Eiter entstammte. Wenn auch hier 
auf der Ascitesplatte nach 48stiindiger Bebriitung sich ein schwaches Wachstum 
entwickelte, so war es doch ganz offensichtlich, daB die Staphylokokken, genau 
wie im ersten Fall, mit groBer Beschleunigung und Wachstumsintensitaét auf der 
Citronenplatte zur Darstellung gelangten. 
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Auf jeden Fall ist es beachtenswert, dab wieder der Erreger einer 
Osteomyelitis gréBere Anforderungen an einen Nihrboden stellte, und 
es erscheint notwendig, auf den Zusammenhang der Knocheneiterungen 
hervorrufenden Staphylokokken und deren Anspriiche an den Nahrboden 
zu achten. Auf Versuche, Typhus-, Paratyphusbacillen usw. beschleu- 
nigt zum Wachstum zu bringen, wollen wir in einer besonderen Mit- 
teilung eingehen?). 

Wir machten ferner den Versuch, auf unter dem gleichen Prinzip zusammen- 
gesetzten Nahrbéden Spirochaeta pallida aus den Organen dreier luetischer Kinder 
unmittelbar post mortem zu ziichten. Bisher wurden keine eindeutigen Resultate 
erzielt; die Arbeit wird fortgesetzt. Ebenso Versuche zur Ziichtung der Spirochaeta 
ictero-haemorrhagica. AuBerdem suchten wir auf Lebertrannaihrbéden aus 
tuberkelbacillenhaltigem Sputum eine Reinkultur zu ziichten. Man hatte nach 
ca. 5 Tagen den Eindruck, als ob die Bacillen sich vermehrt hatten; doch zu einem 
richtigen Wachstum ist es nicht gekommen. Auch diese Versuche werden weiter- 
gefiihrt. 

Um auszuschlieBen, daB irgendwelche chemisch zu fassenden Fak- 
toren eine Begiinstigung des Bakterienwachstums auf der Citronen- 
platte hervorriefen, setzten wir dem Agar Kochsalz, Soda, Kalisalze (die 
ja in der Pflanze eine groBe Rolle spielen und auch in der Skorbutfrage 
als atiologischer Faktor einstens angeschuldigt wurden), Asche der 
Citrone (auch in chem. reiner Citronensdure gelést) zu, wm auf diese Weise 
den EinfluB der unorganischen Bestandteile auf das Wachstum zu studieren. 
Die Resultate fielen stimtlich negativ aus. Uber den negativen Erfolg von 
Zuckerzusdtzen zum Agar haben wir bereits oben gesprochen. Das gleiche 
Resultat hatten Zusdtze von Eiweifabbauprodukten (u.a. Tryptophan) und 
Citronensdure. Abderhalden und Wertheimer?) gelangten auf andere 
Weise zu dem gleichen Ergebnis; auf ihre diesbeziigliche Mitteilung 
werden wir spiiter noch einmal zuriickkommen. Sie priiften den EinfluB 
des Citronensaftes, der Citronensiure, von NaCl auf den Sauerstoff- 
verbrauch von roten Blutkérperchen. Wiahrend die atmungsférdernde 
Wirkung des Citronensaftes sehr ausgesprochen ist (Q,-Verbrauch im 
Kubikzentimeter = 293), betriigt sie bei Ringerscher Lésung nur 65, 
bei Citronensiiure 98. — Da es zweifelhaft erscheint, wie weit man das 
wirksame Prinzip im Citronensaft durch Vergleich mit chemisch be- 
kannten Stoffen fassen kann, suchten wir auf umgekehrtem Wege die 
Citrone durch Einwirkungen der verschiedensten physikalischen und che- 
mischen Methoden in ihrer Wirksamkeit zu schidigen. Uber die Ergeb- 
nisse wollen wir im folgenden berichten: 

Zu dem Hauptcharakteristicum des antiskorbutischen Faktors C gehdért seine 
Thermolabilitat. Man hatte die Beobachtung gemacht [Neuwmann*), Conzetti*)], 


1) Leichtentritt und Zielaskowski, zur Zeit im Druck. 
2) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 192, 174. 1921. 
3) Leyden-Klemperer, Dtsch. Klin. Bd. 7. 

4) Conzetti, Pediatria 1909, 463. 


“signee 


a 
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daB seit der Einfiihrung der Sovxhletschen Milchsterilisation ein Anwachsen der 
Zah] der barlowkranken Kinder erfolgte und da rohe Milch geradezu als Heilmittel 
anzusehen war. Wenn auch im Laufe der Jahre von diesem Satze nicht mehr alles 
aufrechtzuerhalten ist, weil man die Barlowerscheinungen unter Umstinden selbst 
bei Verabreichung gekochter Milch zuriickgehen sah — nur muB die Bezugsquelle 
gewechselt werden —, weil man ferner die Beobachtung machte, daB das Schad- 
liche nicht das Erhitzen an sich, sondern offenbar das fraktionierte Erhitzen ist, 
wie es sich gerade unter der Not des Weltkrieges in Deutschland und Osterreich 
herausgebildet hatte, schlieBlich das Alter der Milch — ob Sommer-, ob Winter- 
milch —, konservierende Zusitze, Schiitteln auf dem Transport, kurz eine Unzahl 
von Momenten bedeutungsvoll sind, so ist doch nicht daran zu zweifeln, daB die 
Hitze dem Faktor C unzutriglich ist. Die Arbeiten Axel Holsts und Fréhlichs',?,3), 
sowie amerikanische Forschungen, haben mit aller Deutlichkeit gezeigt, daB offenbar 
die den Faktor C enthaltenden Substanzen nicht immer in gleicher Menge und 
Qualitaét antiskorbutische Stoffe aufweisen. Holst und Fréhlich zeigten, daB durch 
I stiindiges Kochen bei 100° Karotten und Blumenkohl in ihrer antiskorbutischen 
Wirkung vollig, WeiBkohl nur wenig, Multeebeeren gar nicht geschadigt werden. 
Léwenzahn hat in frischem Zustande eine sehr starke antiskorbutische Wirksam- 
keit und wird durch Kochen erheblich geschadigt, wesentlich weniger dagegen 
biiBen weiBe Riiben und Kohlrabi ein, die in frischem Zustande dem Léwenzahn 
an Wirksamkeit stark nachstehen. Kocht man bei Temperaturen von 100—200°, 
so wird die Wirksamkeit des WeifSkohls, der, wie wir oben erwahnten, bei gewéhn- 
licher Hitze wenig leidet, véllig zerstért. PreBt man WeiSkohl- und Léwenzahn- 
blatter aus, so geniigt ein Erhitzen des Saftes von 10 Minuten bei 60—100°, um 
seine Wirkung illusorisch zu machen. Dagegen vertrigt Himbeer-, Citronen- und 
Orangensaft auch ein langeres Erhitzen anstandslos. Diese Unterschiede werden 
mit dem differenten Saéuregehalt der einzelnen Antiskorbutica erklart: Ein Zusatz 
von 2°/o) Salzsiure zum Léwenzahnsaft, von 1/,% Citronensiiure zum Weifkohlsaft 
wirkt trotz des Kochens konservierend auf die antiskorbutischen Fiahigkeiten. 
Die Verhiltnisse liegen hier zweifellos sehr wenig iibersichtlich. Denn es ist sicher, 
daB nicht nur die Dauer und der Grad der Erhitzung eine Rolle spielen, sondern 
auch noch Momente, ob das Erhitzen der Friichte und Gemiise in urspriinglicher 
Form oder als PreSsaft statthat. Auch scheint die Ausgangsreaktion ein bedeut- 
samer Faktor zu sein, wenn letztere auch nicht iiberschatzt werden darf, wie eigene 
Versuche beweisen. Von ausschlaggebender Bedeutung ist sicher die urspriingliche 
Menge eines Nahrungsstoffes an antiskorbutischen Substanzen. Im Lister-Institut 
in London hat man unter Leitung von Hopkins, Harriette Chick und Dalyell‘) 
den Versuch gemacht, die einzelnen Nahrungsmittel quantitativ am Meerschwein- 
chen und Affen auszutitrieren und nach akzessorischen Niahrstoffeinheiten, also 
nicht bloB nach dem Gehalt an Faktor C, sondern auch an A und B, einzuteilen. 
Citronensaft und Orangensaft haben den héchsten Gehalt an Faktor C; dafiir wird, 
nach Einheiten gerechnet, die Zah] 100 angenommen. Frischer Tomatensaft 
wird mit 60 bezeichnet, frisch gekeimte Hiilsenfriichte mit 30, frischer Mohrriiben- 
saft mit 7,5, frischer Rindfleischsaft und trockene Hiilsenfriichte mit weniger als 
7,5, frische rohe Kuhmilch auffallenderweise mit nur 1,5, wobei alle Bedenken, 
die wir oben bei der Untersuchung der Milch auBerten, in Betracht zu ziehen sind. 


1) Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankheiten 72, 75. 1912. 

®) Frohlich, Ebenda 72. 1912. 

3) Fiirst, Ebenda 72. 1912. 

*) Wien. klin. Wochenschr. 51. 1919. — Report on the Present State of 
Knowledge concerning Accessory Food Factors. Medical Research Committee, 
London 1919. 
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Zum Studium des Bakterienwachstums hatten wir uns also des 
wirksamsten Antiskorbuticums, des Citronensaftes, bedient. Wachsen 
Diphtheriebacillen auf Agar, dem statt frischen alkalisierten Citronen- 
safts durch Kochen beeinfluBter hinzugeben wird? Zu diesem Zwecke 
wurde saurer Citronensaft, sowie mit einer konzentrierten Sodalésung 
alkalisierter Saft 1 Stunde im RiickfluBkiihler bei 100° gekocht. Der 
saure Saft wurde nach dem Kochen alkalisiert und dann in vorschrifts- 
maBiger Menge zu Platten verarbeitet. Als eindeutiges Resultat ergab 
sich bei groBen Versuchsreihen: ein J stiindiges Kochen von Citronensaft 
bei 100° schddigt nicht nur nicht das Wachstumsresultat; man hat sugar 
den Eindruck, dap das Wachstum auf den Platten mit gekochtem Saft das 
auf den Originalplatien etwas iibertrifft. Auch Abderhalden und Wert- 
heimer machten in ihren, bereits oben erwihnten, Atmungsversuchen 
die gleichen Erfahrungen. Selbst nach 4stiindigem Kochen ist die at- 
mungsfordernde Wirkung unverindert lebhaft, wenn auch die Koch- 
bestiindigkeit durch das Neutralisieren verloren geht. Im Bakterien- 
versuch ist es allerdings irrevelant, bei welcher Reaktion der Koch- 
prozeB vor sich geht. Bei zu starker Alkalescenz tritt Wachstums- 
behinderung ein. 

Diese Versuche sind in gewisse Parallele zu setzen mit Arbeiten von 
Freudenberg!) und Gyérgi?), die zur Priifung des Vitamingehaltes ver- 
schiedener Stoffe die Oxydationsbeeinflussung gewisser Gewebe, z. B. 
Kalbsdarmzellen und Kalbsblut, bezw. Kaninchenleberzellen und Ka- 
ninchenblut, benutzten. Im Mohrriibensaft sind antiskrobutische und 
zellatmungsférdernde Stoffe vorhanden. Durch die Einwirkung von 
Warme, die nicht zu lange ausgedehnt ist, wird bei saurer Reaktion 
die Atmungsf6rderung gesteigert, bei alkalischer Reaktion vernichtet. 
Also nur bei Verainderung der Reaktion sehen wir einen Unterschied in 
der atmungs- und bakterienwachstumsférdernden Wirkung. Die Férde- 
rung der Gewebsatmung stellt vielleicht ein feineres Reagens als das 
Bakterienwachstum dar. Da in dem bei nicht zu stark alkalischer Reak- 
tion gekochten Citronensaft die antiskorbutischen Stoffe nicht zerstért 
sind, geht daraus hervor, daB es uns gelang, selbst wenn man die Dauer 
des Kochens auf 2 Stunden erhéhte, einen typischen Fall von kindlichem 
Skorbut innerhalb von 2'/, Woche bei einer tiglichen Darreichung von 
25 cem zur Heilung zu bringen. In ahnlichem Sinne sprechen Tierver- 
suche, auf die wir in einer 2. Mitteilung*®) zuriickkommen. Nobel*) 
heilte 7 Barlowfille mit 10 Minuten bis 1 Stunde lang gekochter Milch 


1) Monatsschr. f. Kinderheilk. 1921, S. 22. — Verhandl. d. Ges. f. Kinderheilk. 
Jena 1921. 

2) Jahrb. f. Kinderheilk. 94, 55. 1921. 

3) Leichtentritt und Zielaskowski, folgende Mitteilung in dieser Zeitschrift. 

4) Zeitschr. f. Kinderheilk. 28, 5. 


——_ 
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und vertritt die Ansicht, daB das antiskorbutische Vitamin durch Hitze 
nicht zu zerst6ren ist. Zu gleichen Resultaten kommt Delf), die keinerlei 
zerstérenden Effekt durch Erhitzen von Orangensaft auf 100° feststellt, 
wihrend Riibensaft durch die gleiche Art der Erhitzung 2fach, Kohlsaft 
7'/,fach geschwacht wird. Neutralisation des Orangensaftes (py = 5,2 
bis 6,8) vor der Erhitzung ist fiir den Faktor Cirrelevant. Zilva fallt mit 
kohlensaurem Kalk die Siure aus dem Citronensaft, ohne den antiskor- 
butischen Faktor zu veriindern. Die Siéiure des Saftes kann also nicht 
allein der Grund fiir die schwere Zerst6rbarkeit durch Hitze sein. In Ein- 
klang damit stehen die Untersuchungen von Dutcher, Harshaw und Hall*). 
In weiteren Versuchen setzten wir den Citronensaft einer | stiindigen 
Autoklavenwirkung aus, bzw. hydrolysierten den Saft im Autoklaven 
bei einer Konzentration der Salzsiiure bzw. Natronlauge von 2—3%%. 
Tabelle I erliutert diesen Vorgang. 


Tabelle I. 








. rei Saurer frischer Saurer fricher 
Saurer frischer 2 
Resultat pe ea inch | Citronensaft, Citronensaft, | Saurer frischer at eonstersesdonne 
nach 20 Std. 1 Std. im Naika. | mit HCl1 Std. mit NaON 1 Std, Citronensaft 
abgelesen ah sees im Autoklaven im Autoklaven alkalisiert Ascitesplatte Agarplatte 
klaven alkalis. f ‘ ; 
erhitzt, alkalis. , erhitzt, alkalis. 
Versuch I | 
Citronen- 0,5 6 7 4 6 0 0 
zusatz |1,0 6 8 4 6 0 Q 
Versuch II 
Citronen-f0,7 5 5 3 6 0 0 
zusatz {1,2 6 5 4 6 0 0 





Die Zahlen in dieser, wie in den folgenden Tabellen, sind der Aus- 
druck der Wachstumsintensitaét auf den Agarplatten, denen jeweils 
aus der Tabelle zu ersehende Mengen behandelten Citronensaftes zu- 
gesetzt sind, derart, dais 0 = kein, stirkeres 
Wachstum usw. bedeuten. Es ist klar, daB die Bezeichnung des Wachs- 
tumsgrades, bzw. Fortschrittes, rein subjektiv ist, also auch nur an- 
nihernde Resultate darstellen kann. Bei unseren Versuchen handelte 
es sich um Reihenversuche, d. h. ein und dieselbe Platte wurde immer 
nach einer Anzahl von Stunden auf ihren Wachstumsfortschritt kon- 
trolliert; deshalb muBte von den genaueren gewichtsanalytischen Be- 
stimmungen der jeweiligen ,,Bakterienernte’‘ abgesehen werden. 

Die aus den Tabellen abzulesende Stundenzahl ist nicht sehr hoch an- 
gegeben, da z. B. nach 36, 48, 72 Stunden die Platten ,,nachholen‘, also 
Wachstumsunterschiede wesentlich schwerer zu erkenner sind?). 


1 = schwaches, 2 = 





1) Biochem. Journ. 14, 211. 1920. 


2) Journ. of biol. chem. 47, 3, 483. 1921. 


3) Es wire zu erwigen, ob nicht das ,,Nachholen“ der Bakterien auf einem 
Aktivieren der fraglichen Stoffe durch die Bakterien selbst beruht. 
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Die wirksame Menge des zuzusetzenden Saftes hatten wir austitriert 
(vgl. Mitteilung Leichtentritt); dabei stellte sich heraus, das z. B. 0,1 
Citronensaft wesentlich unwirksamer als 0,5 cem ist. Die gleiche Beob- 
achtung konnten wir in simtlichen Versuchen machen: die ,,oligo- 
dynamische Wirkung* der akzessorischen Nahrstoffe besteht nicht zu 
Recht; nicht das Minimum, sondern das Optimum dieser Stoffe ist fiir 
den wirkungsvollen Effekt auszutitrieren. Freise!) hat in seinen Ver- 
suchen u.a. darauf hingewiesen; beim experimentellen Meerschweinchen- 
skorbut ist diese Tatsache bekraftigt worden, und auch die amerikani- 
schen Autoren haben sich dies zu eigen gemacht. Dieses Gesetz des 
Optimums laBt Schliisse auf die Natur der ,, Vitamine™ zu, vielmehr abt 
sich danach sagen, da die Auffassung tiber ihre Wirkungsart entsprechend 
den ,,Fermenten“, die bereits in kleinsten Mengen wirken, einer Revision 
zu unterziehen ist. Andererseits zeigte uns der Bakterienversuch, dab 
das Optimum nie ein Maximum war: es war fast irrelevant, ob wir 
den Platten 0,5 ccm oder 1,0 cem zusetzten. 

Zusammenfassung: Im Autoklaven behandelter Citronensaft hat an 
wachstumsférdernder Wirkung nichts eingebiipt. Bei Hydrolyse mit Salz- 
sdure im Autoklaven sehen wir das gleiche Resultat, wahrend bei Hydrolyse 
mit Lauge eine geringe Wachstumsabschwachung statthat. Diese Versuche 
werden durch Experimente am Tier noch vervollstandigt (vgl. Mittei- 
lung 2). Bei der Hydrolysenwirkung durch Saure miissen wir an die 
Versuche von Holst und Fréhlich erinnern, die gewisse Gemiise durch 
Vorbehandlung ihrer antiskorbutischen Fiahigkeiten beraubt haben, 
die sie nach Salzsiiurezusatz wiedererlangten. Allerdings war in diesen 
Versuchen der Siuresatz um vieles schwicher (2°/), HCl). 

Wir versuchten in der weiteren Folge unserer Arbeit den bakterien- 
wachstumsférdernden Faktor in der Citrone durch Bestrahlung mit ultra- 
violettem Licht zu zerstéren. Wir gingen von folgender Versuchsanord- 
nung aus: in einer Entfernung von 30 cm vom Strahlenkranz der Hohen- 
sonne setzten wir drei Kélbchen a, 6, c der Lichtwirkung */, Stunden 
lang aus: 


Kélbchen a enthielt saure Citrone; 


” b - an » , die waihrend der ganzen Bestrahlungszeit ge- 
kocht wurde; 
re c enthielt alkalische Citrone, die waihrend der ganzen Bestrahlungszeit 


gekocht wurde. 


Resultat: Unabhdngig von der Reaktion, ob sauer oder alkalisch, wird 
Citronensaft durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht, gleichgiiltig, ob 
gleichzeitig erhitzt wird oder nicht, in seiner das Bakterienwachstum be- 
giinstigenden Eigenschaft nicht gehemmt. Diese Versuche stellen eine 
Bestitigung der Resultate des Engliinders S. Zilva?) dar. Dieser be- 
1) Jahrb. f. Kinderheilk. 91, 79. 1920. 

2) Biochem. Journ. 13, 164. 1919. 
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strahlte Originalcitronensaft 8 Stunden mit ultraviolettem Licht, ohne 
eine Wirkung auf den Faktor C zu sehen. Ebensowenig wurde autoly- 
sierte Hefe beeinfluBt, wihrend der fettlésliche Faktor A der Butter in- 
aktiviert wird. Dieselbe Wirkung lieB sich erzielen, wenn Butter in 
diinner Schicht dem diffusen Tageslicht ausgesetzt wird (oxydativer 
ProzeB — Wirkung der ultravioletten Strahlen). 

Im Zusammenhang damit haben wir sauren Citronensaft fiir 10 Minu- 
ten der Wirkung von Réntgenstrahlen ausgesetzt (Abstand von 37 cm 
2,2 MA. 104-108 Sp.H.M. ohne Filter und Tubus). Die wachstums- 
fordernde Wirkung der Citrone wird nicht geschdadigt. 

In der englisch-amerikanischen Literatur hatte sich eine ausgedehnte Dis- 
kussion wegen der Thermoresistenz des Faktors A erhoben. Nach Arbeiten von 
Steenbock, Boutwell und Kent'), Drumond*) sowie Hopkins*) ist eindeutig erwiesen, 
dafs A Temperaturen selbst héherer Grade vertrigt; Osborne und Mendel*) hatten 
offenbar bei ihren Versuchen nicht die Gegenwart von O, beriicksichtigt: Leitet 
man namlich O, z. B. durch Butter, so wird der Faktor A schon bei Temperaturen 
von 80° zerstért. Die obenerwaihnten Versuche von Zilva deuten in die gleiche 
Richtung. 

In welcher. Weise wirkt der EinfluB von Liiftung und Kochen auf den 
antiskorbutischen Faktor C? Leitet man nach den Angaben der Literatur 
Luft bei normaler Temperatur 12 Stunden durch Citronensaft, so tritt 
beim Meerschweinchen bei einer taglichen Gabe von 3—5 ccm Skorbut 
auf, bei einer Gabe von 7 cem wird er verhindert. Kocht man Citronen- 
saft und leitet gleichzeitig Luft hindurch, so entsteht bei 1, 2, 3, 6 ccm 
bei einem Meerschweinchen Skorbut, wahrend, Citrone in CO,-Atmo- 
sphare gekocht, Skorbut verhindert, d. h. Kochen + O,-Durchleitung 
schwichen die Wirkung des antiskorbutischen Faktors ab. Zu ahnlichen 
Resultaten kommen Ellis, Steenbock und Hart®), ferner Dutscher, Harshaw 
und Hall. Aus eigenen Versuchen kénnen wir zu der Frage sagen: 

Leitet man O, durch saure Citrone und alkalisiert nachher, so hat diese 
Liiftung auf das Bakterienwachstum nicht den geringsten Effekt. Das 
gleiche negative Resultat wird erzielt bei Kochen von saurer bzw alkali- 
sierter Citrone und gleichzeitigem O,-Durchleiten. Es ergibt sich hier ein 
zwetfelloser Unterschied zwischen der Prozedur des Kochens +- Liiftens 
beim antiskorbutischen Faktor im Tierversuch und im Bakterienwachstum. 
Auf den Zusammenhang wollen wir in unserer zweiten Mitteilung ein- 
gehen. 

Bei dem niachsten Versuch sehen wir einen ahnlichen Unterschied ; 
vielleicht spielt hier neben der Sauerstoffatmosphare und der AuBen- 
temperatur noch die relative Feuchtigkeit der Luft eine Rolle: 

1) Zit. nach Hopkins, Biochern. Journ. 14, 725. 1920. 

2) Biochem. Journ. 14, 734. 1920. 

3) Brit. med. Journ. 147, 3109. 1920. 

‘) Zit. nach Hopkins, Biochem. Journ. 14, 725. 1920. 

5) Journ. of biol. chem. 46, 2. 367. 1921. 
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Setzt man sauren Citronensaft 4 Tage lang in offener Schale auf den 
Brutschrank, so ist er in seiner Wirksamkeit auf das Bakterienwachstum 
nicht geschddigt; ebensowenig geht nach Abderhalden und Wertheimer 
nach 4stiindigem Stehen die atmungsférdernde Wirkung des Saftes ver- 
loren. Der Meerschweinchenversuch fallt dagegen vollig negativ aus (vgl. 
2. Mitteilung). Dieser Gegensatz ist interessant, wissen wir doch, dab 
das ,,Stehenlassen‘: vielleicht ein Ausdruck des ,,Alterns‘* ist, bei dem 
die Stoffe sich umlagern und leicht zerfallen. 

Bei der Milch spielt dieses Moment, wie schon erwahnt, eine bedeutende 
Rolle; auch bei den Enzymen tritt diese Eigenschaft deutlich hervor; z. B. verliert 
das Trypsin im trockenen Zustande mit der Zeit seine Wirksamkeit. Hess!) wies 
darauf hin, da8 z. B. 35 g frische, im Gegensatz zu 35 g gelagerten, Karotten im- 
stande sind, ein Meerschweinchen vor Skorbut zu schiitzen. Nach Axel Holst und 
Frohlich biiBt ausgepreBter WeiBkohl- und Léwenzahnsaft bei Zimmertemperatur 
seine antiskorbutischen Eigenschaften ein. Auch Hofmeister*) konnte ahnliche 
Beobachtungen machen: Im Oxypyridin glaubt er die chemisch wirksame Substanz 
des antineuritischen Faktors rein dargestellt zu haben, da polyneuritiskranke 
Tauben nach Injektion dieses Stoffes zur Heilung kamen. Dies trat nicht ein, 
als das Oxypyridin eine Zeitlang gestanden hatte. Als Erklarung hierfiir sah er 
eine Umlagerung aus der wirksamen Ketoform in die unwirksame Enolform an. 

Unser Versuch ist deshalb von Bedeutung, weil man berechtigten 
Zweifel hegen muB, ob es méglich ist, Citronen- und Apfelsinensaft, 
selbst nach noch so vorsichtiger Trocknung, in eine Dauerform zu 
bringen. Nach FriedensschluB hatten die Amerikaner die Absicht, 
Deutschland, das sich infolge der Blockade in einem Priiskorbutstadium 
befand, tonnenweise mit Apfelsinen- und Citronensaft in Tablettenform 
zu tiberschwemmen. Auch Harden und Robison*), die anfanglich sehr 
optimistisch hinsichtlich der Wirkung eines Dauerpraparates waren, 
haben ihre Erwartungen nach dem Ausfall der jiingsten Tierversuche 
wesentlich niedriger gestellt und sprechen nur noch vor dem Erhalten- 
sein eines Vitamingehaltes von 15, héchstens 50°. 

Unsere weiteren Untersuchungen beschiftigten sich damit, ob es 
méglich wire, durch Adsorption aus dem Citronensaft die wirksame Sub- 
stanz zu eliminieren. Uber Adsorption und akzessorische Nahrstoffe ist 
in der Literatur nur wenig bekannt. Nach Seidell*) wird beim Schiitteln 
des Filtrates von autolysierter Bierhefe mit Lloyds Reagens (Colloide 
alluminium silikat oder Tonerde (Fullers earth) das gesamte in der Lésung 
enthaltene ,,Vitamin* adsorbiert. Byfield5) berichtet, daB durch mit 
Kaolin adsorbiertem Orangensaft bei nicht gedeihenden Siuglingen der 


1) Journ. of the Americ. med. assoc. 76, 11, 697. 1921. 

*) Ergebn. d. Physiol. 16, 1 u. 510. 

3) Biochem. Journ. 15, 4, 521. 1921. 

4) Zit. nach Abderhalden und Schaumann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 
172, 85. 1918. 

5) Americ. Journ. of dis. of childr. 19, 5, 349. 1920. 
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Erfolg vermiBt wird, wihrend vom unfiltrierten Saft schon 15 cem ge- 
nigen, um die Gewichtskurve ansteigen zu lassen. Nach Harden und 
Zilva') wird Orangensaft durch Tonerde und Ferrum dialysatum nicht 
adsorbiert. Nimmt man gleiche Teile von Hefe und Orangensaft, so ist 
Tonerde imstande, den antineuritischen Faktor B zu entfernen im 
Gegensatz zum antiskorbutischen Faktor C. Wir beniitzten in erster 
Linie als Adsorbentien Kaolin, ferner Kohle, Talkum, Koks, Starke und 
Asbest. Bei unseren weiteren Arbeiten lieBen wir aus auBeren Griinden 
die drei letzteren fort. Wir méchten zuniichst tiber die Kaolinversuche 
berichten: 

10 com Citronensaft werden mit ca. 5cem Kaolin bei Zimmer- 
temperatur zum Teil 3,zum Teil 24 Stunden lang, adsorbiert, dann filtriert. 
Zu 15 ccm Agar werden 0,2, bzw. 0,5 cem Filtrats hinzugefiigt, vom Riick- 
stand 2, bzw. 4 Osen willkiirlicher Grépe. 

Bei der Untersuchung gingen wir aus vom: 

1. originiren sauren Citronensaft, 

2. alkalisierten Citronensaft, 

3. sauren gekochten und nachher alkalisierten Citronensaft, 

4. alkalisch gekochten Citronensaft. 

Die Alkalisierung erfolgte mit einer gesittigten Na,CO,-Lésung; die 
Ablesung der Platten nach 18, bzw, 36 Stunden, wobei hervorzuheben 
ist, daB richtig verwendbar bloB das Resultat nach 18 Stunden ist, da 
die Platten, die zu dieser Zeit Wachstumsunterschiede aufwiesen, hiufig 
in den spiteren Ablesungen im Wachstum nachgeholt haben. Das Re- 
sultat dieses Versuches zeigt : 

Beim sauren Citronensaft, sowohl im origindren als gekochten, Zustand 
fand sowohl auf dem Filtrat- als den Riickstandplatten kein Wachstum 
statt; die saure Reaktion erklart dies eindeutig. 

Bei den drei anderen Versuchsreihen iibertrafen, besonders bei der Ab- 
lesung nach I8 Stunden, die Platten mit frischer Citrone zweifellos im 
Wachstum die Filtratplatten: d. h. das Kaolin scheint imstande zu sein, 
die das Bakterienwachstum begiinstigende Substanz aus dem Citronensaft 
zu adsorbieren. 

Wir sind uns bei diesem Vorversuch bewuBt, mehrere Fehler gemacht zu 
haben; denn 1. miiBten Adsorptionsversuche mit viel gréBeren Mengen angestellt 
werden, als wir dies der enormen Teuerung der Citronen wegen?) imstande waren 
auszufiihren, 2. waren umfangreiche quantitative Untersuchungen bei verschie- 
denen Konzentrationen notwendig gewesen, da das Kennzeichen einer Adsorption 
ein starker Entzug der gelésten Substanz aus verdiinnten Lésungen, ein relativ 
geringer Entzug aus konzentrierten Lésungen ist. Auch davon muften wir mit 
Ausnahme der angegebenen Verdiinnungen aus auBeren Griinden absehen. 


1) Biochem. Journ. 12. 93. 1918. 

2) Aus dem gleichen Grunde mu8ten wir davon Abstand nehmen, die wirk- 
same Substanz mit Alkohol, Ather, Essigither, Amylalkohol, Aceton auszuschiit- 
teln. Versuche mit kleinen Mengen ergaben keine eindeutigen Resultate. 
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Die nebenstehende 
groBe Tabelle enthalt ein 
Beispiel aus groben Ver- 
suchsreihen, die wir im 
Laufe der Monate ange- 
stellt haben. Es werden 
die Resultate von drei 
Versuchen mitgeteilt, bei 
denen zur Beriicksich- 
tigung kam: 

Die Beeinflussung des 
Citronensaftes durch: 

1. Héhensonne, 

2. Liiftung, 

3. Réntgenbestrah- 
lung und worauf es im 
Zusammenhang mit den 
unmittelbar besprochenen 
Versuchen besonders an- 
kommt: 

4. durch Adsorption 
mit Kaolin nach Vor- 
behandlung des Saftes in 
der Weise, wie es von 1—3 
angegeben ist. Zur Aus- 
fiihrung der Adsorption 
wurden die einzelnen Ver- 
suchskélbchen 5 Stunden 
im Schiittelapparat ge- 
schiittelt. Als Kontrollen 
dienten uns Platten von 
Agar, Ascites, Wasseragar, 
d. h. ein Agar, in dem Aq. 
dest. das Fleischwasser 
ersetzt, um die eventuell 
wirksamen akzessorischen 
Faktoren darin auszu- 
schlieBen, ferner Platten, 
denen Soda, bezw. Koch- 
salz, bzw. chemische reine 
Citronensaure, bzw. Asche 
des Citronensaftes zuge- 


setzt wurde. 
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Zusammenfassung: Die Versuche 1—7 stimmen mit denjenigen Re- 
sultaten iiberein, wie wir sie schon oben besprachen. 

Kaolin ist imstande, dem Citronensaft, gleichgiiltig, wie er vorbehandelt 
ist, einen Teil seiner wirksamen Substanz zu entziehen. 

Bei den folgenden fiinf Versuchen wurde die Adsorptionskraft von 
Kohle und Talkum gepriift. Wir kénnen es uns ersparen, eine ausfiihr- 
liche Tabelle zu bringen. Wir gingen folgendermafen vor: 


A Talkum: Citronensaft, sauer, 12 Stunden kalt ads., alkalisiert, filtriert. 


B rs ee alkalisch, 12 Stunden kalt ads., filtriert. 
C ~ a sauer gekocht!), ads., alkalisiert, filtriert. 
D re = alkalisch, gekocht, ads., filtriert. 

E Kohle: » «  behandelt wie A. 

sae mt os rigs! 3 

= 3 me De 

_. ele = pet «je 


Resultat: Kohle und Talkum sind imstande, zum Teil die das Bak- 
terienwachstum begiinstigende Substanz aus dem Citronensaft zu adsor- 
bieren. Talkum bevorzugt die Behandlung B: alkalische Reaktion und Ad- 
sorption in der Kilte und Bchandlung C : saure Reaktion und Adsorption 
in der Hitze und nachherige Alkalisierung. Kohle bevorzugt alkalische 
Reaktion und Adsorption in der Hitze. 

Diesen Versuch kénnen noch zwei weitere Versuche erginzen, die 
bereits friiher angefiihrt wurden: die Behandlung des Citronensaftes 
im Autoklaven, bzw. nach vorhergehender Hydrolyse durch Salzsiure 
oder Natronlauge- und die nach der eben angefiihrten Vorbehandlung 
des Saftes noch mit Kohle adsorbiert wurden. Dieser Versuch stimmt 
gut mit dem eben besprochenen iiberein, denn Kohle adsorbiert aus al- 
kalischem Citronensaft in der Hitze Teile der wirksamen Substanz. 

Zusammenfassung: Kaolin, Talkum und Kohle sind unter bestimmten 
Bedingungen imstande, die wirksame Substanz aus dem Citronensaft zum 
Teil zu adsorbieren. 

Diese nicht véllige Entziehung der wirksamen Substanz durch Adsorption 
findet sich auch in anderen Gebieten der Biologie. W. Roux und Yersin®) konnten 
durch Aluminiumhydroxyd, bzw. Tierkohle, in einer Lésung von Diphtherietoxin 
das Gift schwichen, ohne da es gelang, die Lésung vdllig zu entgiften. K. Land- 
steiner”) und seine Schiiler schiittelten Tetanustoxin mit Kaolin; in der Lésung 
blieb stets ein Giftrest zuriick. 

Unsere Versuche stehen im Gegensatz zu denen von Harden und 
Zilva, die mit Tonerde und Ferrum dialysatum den antiskorbutischen 
Faktor C aus der Citrone nicht entfernen konnten. Es handelt sich hier 
unserer Auffassung nach nicht um einen prinzipiellen Unterschied in den 





1) Das Adsorbens wird waihrend des Aufwallens der Fliissigkeit hinzugefiigt, 
wobei langeres Kochen vermieden wird. 
2) Zit. nach Bechhold, Die Kolloide usw. Dresden 1912. 
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Adsorbentien; wir sind der Meinung, daB der das Bakterienwachstum 
férdernde Faktor in Gleichklang zu bringen ist mit dem Stoff, der, durch 
Kaolin adsorbiert, den Gewichtsanstieg beim Saugling zum Stillstand 
bringt, wie es Byfield beschreibt. Diese Versuche lassen die Vermutung 
aufkommen, dap in dem Citronensaft neben dem antiskorbutischen Faktor C 
noch ein zweiter enthalten ist, der auf den Anwuchs nicht gedeihender Sdug- 
linge, sowie das Wachstum anspruchsvoller Baktertenarten, seine Wirkung 
entfaltet. (Niheres dariiber in der Mitteilung 2.) 

Als weitere kolloidchemische Methode wandten wir die Dialyse 
an. Es war von Bedeutung festzustellen, ob ein Unterschied zwischen 
dem Hiilseninhalt und dem Dialysat des Citronensaftes in der Einwir- 
kung auf das Bakterienwachstum besteht. Als Dialysierschliuche ver- 
wandten wir die von Schleicher und Schiill in den Handel gebrachten, 
die wir auf EiweiBundurchlissigkeit und médglichst gleichmabige 
Durchlassigkeit fiir Pepton priiften. Bereits Hykmann') konnte im 
Jahre 1906 feststellen, daB der antineuritische Faktor dialysabel ist. Zu 
gleichen Resultaten kommen Shiga und Kusama*), wihrend Axel Holst 
und Fréhlich iiber Vorversuche nicht hinauskommen. Es zeigte sich 
nimlich, daB nach einer 3—4tiagigen Dialyse die meisten der prophy- 
laktischen Eigenschaften eines Antiskorbuticums verloren gingen (Weib- 
kohlsaft baw. Lime juice). 

In unseren Versuchen hatten wir mit aihnlichen Schwierigkeiten zu 
kimpfen (vgl. Mitteilung 2) und glauben, daB diese Erfahrung in das 
gleiche Kapitel gehért wie das Zugrundegehen des antiskorbutischen 
Faktors C im Citronensaft bei Zimmertemperatur (das ,,Altern* des aus- 
gepreBten Saftes), woriiber wir oben berichteten. — Aus der neueren 
Literatur liegt, soweit wir sie tibersehen, nur eine Arbeit iiber die Dialyse 
von Zilva und Miura*) vor. Der antineuritische wie auch der antiskorbu- 
tische Faktor dialysieren durch Membranen, wobei die Permeabilitat 
der Hiilse von der verschiedenen PorengréBe abhingt. Eine mit 95 proz. 
Alkohol vorbereitete Membran la8t den Faktor C durchdialysieren, im 
Gegensatz zu der mit 90 proz. Alkohol vorbereiteten, wie sich aus Tier- 
versuchen ergab. Die Dialyse ist also als Differentialdiagnosticum fiir 
die beiden Faktoren unverwendbar; vielmehr ]aé{t sie nur den SchluB 
zu, daB es sich um Semikolloide handelt. 

Bei der Vorbereitung unserer Hiilsenversuche verfuhren wir nach 
den Vorschriften Abderhaldens’). 

Auf die Einzelheiten geht die Mitteilung II ein. 

1) Arch. f. Hyg. 58, 150. 

*) Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 1911, Beiheft. 





3) Biochem. Journ. 15, 422. 1921. 
4) Abwehrfermente, Berlin 1913. 
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Tabelle IIT. 





“ae . Kontrollen 
Zusatz Frische Citrone Hiilseninhalt Dialysat 
alkalisiert Agar Ascites 
0,6 6 3 5 0 ] 
1,2 6 3 5 


Als Resultat ergibt sich aus Tabelle LI: 

Nach 4 tdgiger Dialyse hat der Hiilseninhalt seine bakterienwachs- 
tumsférdernde Wirkung betrdchtlich eingebiiBt, wahrend die wirksame Sub- 
stanz gréptenteils dialysiert ist. 

SchluBsitze : 

1. Es wird der Versuch gemachi, die im Citronensaft enthaltene bak- 
terienwachstumsfordernde Wirkung durch physikalische, chemische, kol- 
loidchemische Methoden auszuschalten. 

2. Erhitzung des Citronensaftes auf 100°, auch fraktioniert, evtl. im 
Autoklaven wirken eher wachstumsférdernd als -hemmend. 

3. Die Reaktion bei der Erhitzung, ob sauer oder alkalisch, spielt keine 
wesentliche Rolle. 

4. Die Hydrolyse bei einer Konzentration der Salzsdure von 2—3°%, 
ist nicht wachstumsschddigend, im Gegensatz zu der mit Natronlauge. 

5. Bestrahlung des Citronensaftes mit ultraviolettem Licht und Rént- 
genstrahlen ist wirkungslos, auch wenn gleichzeitig unter verschiedener 
Ausgangsreaktion Hitze einwirkt. 

6. Liiftung mit gleichzeitigem Kochen des Citronensaftes ist unwirksam. 

7. Stehenlassen der Citrone bei Zimmertemperatur schwdcht die wachs- 
tumsfordernde Wirkung nicht ab. 

8. Bei Behandlung des Citronensaftes mit Adsorbentien, Kaolin, 
Kohle, Talkum lieB sich die bakterienwachstumsférdernde Wirkung 
schwichen, wenn auch nicht villig vernichten. Die Vorbehandlung des 
Citronensaftes ist dabei irrelevant. 

9. Der grépte Teil der bakterienwachstumsfordernden Substanz dialy- 
siert, unabhdngig von der saueren Reaktion; der Hiilseninhalt ist betrdcht- 
lich abgeschwdcht. 














Untersuchungen 
tiber den wachstumfoérdernden Faktor des Citronensaftes. 
IT. Mitteilung. 
Vergleiche zwischen dem Meerschweinchen- und Bakterienplattenversuch. 
Von 
Bruno Leichtentritt und Margarete Zielaskowski. 
(Aus der Universitatskinderklinik Breslau.) 
(Eingegangen am 1. Mai 1922. 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung') konnten wir tiber Versuche berichten, 
die darauf hinzielten, eine Charakterisierung des bakterienwachstum- 
férdernden Faktors des Citronensaftes mit physikalischen, chemischen 
und kolloidchemischen Methoden zu erreichen, weil man zur Zeit noch 
nicht in der Lage ist, die wirksame Substanz chemisch rein darzustellen. 
Die Resultate unserer Arbeit waren, das weder durch Hitze noch durch 
Erhitzung unter Druck, unabhiingig von der Reaktion, ein positives Er- 
gebnis, d. h. eine Hemmung des Bakterienwachstums zu erzielen war. 
Ebenso negativ war die Beeinflussung des Citronensaftes durch ultra- 
violettes Licht, Réntgenstrahlen, Liiftung allein und mit gleichzeitigem 
Erhitzen, tagelanges Lagern. Einzig und allein die Adsorption des Saf- 
tes mit Kohle, Kaolin bzw. Talkum vermochte seine bakterienwachs- 
tumsférdernde Wirkung zu schwichen, wenn auch nicht voéllig zu iso- 
licren. AuBerdem lieB sich die Feststellung machen, daB der gréBbte Teil 
dieser Substanz dialysiert wurde, wihrend der Hiilseninhalt betrachtlich 
an Wirksamkeit einbiiBte. 

Es interessierte uns die Frage, wieweit diese auf der Agarplatte ge- 
wonnenen Resultate mit dem Meerschweinchenversuch in Ubereinstim- 
mung zu bringen waren. Axel Holst und Fréhlich*) hatten gezeigt, dab 
man im Meerschweinchen ein skorbutempfindliches Tier par excellence 
hatte. Wir wollten priifen, inwieweit der durch die oben angefiihrten 
Prozeduren in seiner das Bakterienwachstum férdernden Wirkung 
wenig geschidigte Saft auch Tiere vor Skorbut zu schiitzen vermag. Aus 

dem positiven Ausfall der Versuche ware evtl. ein SchluB auf den Charakter 
des Stoffes in der Citrone, der das Bakterienwachstum begiinstigt, zu 


) Leichtentritt und Zielaskowski, vgl. vorige Mitteilung in dieser Zeitschrift. 
) Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 1912, 72 u. 75. 
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ziehen. Dann hatte man den nicht hoch genug zu schatzenden Vorteil, 
an Stelle des kostspieligen und lang dauernden Tierversuchs in die Bio- 
logie zur Priifung von Stoffen auf antiskorbutische Eigenschaften den 
Bakterienplattenversuch einfiihren zu kénnen. Man kénnte dem anti- 
skorbutischen Faktor mit einer gewissen Berechtigung den bakterien- 
fordernden an die Seite stellen. Fiel der Bakterien- und Tierversuch aber 
nicht gleichsinnig aus, was ja bei der durchaus verschieden begriindeten 
biologischen Anspruchsfahigkeit des pflanzlichen und tierischen Organis- 
mus zu erwarten stand, so war die Méglichkeit gegeben, einen férdernden 
Kinblick in die Wirkung verschiedenartiger akzessorischer Nahrstoff- 
faktoren zu gewinnen; dabei kénnte sich vielleicht auch die Berech- 
tigung eines wachstumférdernden Faktors herauskrystallisieren. 

Die zu unserem Versuch verwendeten Meerschweinchen waren junge Tiere, 
die ein Durchschnittsgewicht von 200—250 g nicht iiberschritten, Sie wurden unter 
den fiir den Tierstoffwechselversuch erforderlichen Bedingungen gehalten. Als 
Nahrung diente Hafer und 4g Trockenmilch eines Fabrikates, das schon lange 
gelagert war und das sich, wie der Versuch ergab, frei vom antiskorbutischen 
Faktor C erwies. Die Milch wurde von den Tieren, solange die Krankheit noch 
nicht zu weit vorgeschritten war, gern gnommen, Zum Saufen stand ihnen Wasser 
reichlich zur Verfiigung. Der jeweils verschieden behandelte Citronensaft wurde 
nicht unter ihr Futter gemengt; nach dem Vorbilde von Hopkins!) reichten wir 
ihn den Tieren gesondert, taglich zur bestimmten Stunde, nach Reinigung der 
Kafige und nach dem Wiegen Da durchschnittlich nur 5 ccm des betreffenden 
Saftes verabfolgt wurden und infolgedessen die Tiere beim Trinken aus einem 
Schalchen den Saft verschmiert hatten, fanden wir als Methode der Wahl die Ver- 
fiitterung mit Pipetten, die wir den Tieren in den Mund einfiihrten und an denen 
sie saugten Zwar zeigte sich auch hier ihre individuelle Verschiedenheit, indem 
der eine Teil von vornherein willig in der kiirzesten Zeit den angebotenen Saft 
austrank, wihrend der andere zunachst erheblichen Widerstand leistete, der erst 
nach einer Reihe von Tagen gebrochen wurde. SchlieBlich gewéhnten auch sie 
sich an den Fiitterungsmodus, und nur 3 Tiere blieben konstant in der Verweigerung 
der Citronensaftaufnahme, so daB sie als ungeeignet aus unseren Versuchsreihen 
gestrichen werden muBten. 

In der Literatur schwanken die Angaben tiber die Mengen des Meer- 
schweinchen vor Skorbut schiitzenden Citronensaftes zwischen 1 und 
10 cem. Es ist ganz zweifellos, daB unter Umstianden schon die kleinen 
Mengen ausreichen, um das Tier zu schiitzen. Wir aber gaben als Min- 

6 pe ° ete. U P 
destquantum 5cem. Wir gingen dabei von der Uberlegung aus, daf ein 
in seiner Konstitution stark verinderter Saft gereicht wurde; auBer- 
dem hatten unsere eigenen Erfahrungen, sowie die Arbeiten Freises*), 
Abderhaldens*), Arons*) und Byfields®) den Satz von der oligochemischen 





1) Zit. nach Stepp, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 15, 258. 

2) Jahrb. f. Kinderheilk. 91, 79. 1920. 

3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 60. 1921. 

4) Verhandl. d. Ges. f. Kinderheilk., Jena 1921. — Monatsschr. f. Kinderheilk. 


1921, 22. 
5) Americ. Journ. of dis. of childr. 19, 349. 1920. 
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Wirkung der Vitamine erschiittert. Daher wollten wir nicht ein Mini- 
mum, sondern ein Optimum anbieten, zumal es bei den leidigen Tier- 
verhaltnissen unméglich war, die Wirkung quantitativ auszutitrieren. 

Kurve | dient als Beispiel dafiir, wie eine Nahrung aus Hafer und 
Trockenmilch auf Meerschweinchen skorbuterzeugend wirkt. Bis 5 bzw. 
6 Tage ante exitum war die Nahrungsaufnahme der Tiere gut. Aber be- 
reits zu dieser Zeit bestanden Gangstérungen als erste Anzeichen des 
Skorbuts und starke Druckempfindlichkeit, besonders an den unteren 
Epiphysen der Femora. Das Aussehen der Tiere wurde matt, das Fell 
struppig und unter dem charakteristischen Gewichtssturz kamen sie 
ad exitum. Dabei war auffallend, da} sie schon 2 Tage vor dem Tode 
sich kalt anfiihlten. Wenn wir auch keine Temperaturmessungen vor- 
nahmen, so mu hier die K6rpertemperatur erheblich herabgesetzt 





gewesen sein. Abderhalden') und seine Schule haben tial — 
darauf hingewiesen, da} die Gewebsatmung der Skor- vis ee 
buttiere in genau der gleichen Weise herabgesetzt me YY ae. 

ist wie die der an Dystrophie leidenden Tauben, daB  // \ 
andererseits Antiscorbutica, v. a. Citronensaft und _,, | A 
Orangensaft, imstande sind, die Gewebsatmung be- __,,, | 











trichtlich zu fordern. Gleichsinnige Versuche wurden an J care 
A ate . o“---" A 2) mitHafer 
von Freudenberg?) und Gyérgi) angestellt. Bei der 4 ¢ trockenmilch. 
Autopsie der Tiere der Kurve | fand sich neben einer Tod erfolgte an Skorbut 
. : : 3 am 27. bzw. 26. Tage. 
Bronchopneumonie eine starke Verdickung der pis 6 baw. 5 Tage ante 
Knorpelknochengrenzen, auch bereits makrosko- ‘**!tum gute Nahrungs- 
‘ f se 2 aufnahme. Zu dieser Zeit 
pisch kleine Blutungen. An den unteren Extremi-_ steliten sich auch erste 
tiiten, die beim Herauspriparieren an der unteren G4”#stOrungen ein, mat- 
% : : wks : tes Aussehen der Tiere. 
Femurepiphyse sowie an der oberen Tibiaepiphyse 
brechen, sind in der Muskulatur unter den Sehnen 
reichlich Blutungen vorhanden. (Die mikroskopischen Knochenunter- 
suchungen haben wir bisher noch nicht ausgefiihrt, da die Befunde 
makroskopisch absolut typisch waren; das Material ist konserviert und 
wird bei nachster Gelegenheit verarbeitet.) Der Dickdarm ist mit blu- 
tigen Massen erfiillt, ein Befund, der selten ist und auf den Abder- 
halden erst neuerdings hingewiesen hat. 

Als Kontrolle dazu zeigt Kurve 2, wie 5ccm frischer alkalisierter 
Citronensaft als Zulage zur Hafer-Trockenmilchfiitterung ein glanzendes 
Gedeihen der Tiere verbiirgt. Tier B 2 lebt noch am 36. Tage des Ver- 
suches, nachdem es in dieser Zeit ca. 160 g zugenommen hat. Auffallend 
ist seine ausgezeichnete Fettentwicklung. Tier B 1, das eine fast noch 


Kurve 1. 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 191, 278. 1921. 

2) Verhandl. d. Ges. f. Kinderheilk., Jena 1921. — Monatsschr. f. Kinderheilk. 
1921, 22. 

3) Jahrb. f. Kinderheilk. 94, 55. 1921. 
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steilere Gewichtskurve aufweist. 
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wird am 27. Tage, zur Zeit, wo die 


Kontrolltiere der Kurve 1 an Skorbut zugrunde gegangen waren, ge- 
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——~ B 1) gefiittert m. Hafer 
——" B2! +4g¢Trockenmilch 
+5 g alkalis. friseher Citrone. 

B1 wurde am 27. Tage getétet 

(ef. Al u. A2). Kein Skorbut, 

grobe Fettdepots. B2 lebte am 

46. Tage noch bei bestem Wohl- 

befinden. 


Kurve 2. 





tétet. Es weist keincrlei Spuren von Skorbut 
auf. Beachtenswert ist auch hier, worauf wir 


mit allem Nachdruck hinweisen wollen, die 


enorme Entwicklung der Fetidepots in der Sub- 
Netz Schenkel- 
Hier kam uns ganz besonders 


cutis, im und in den und 
Achselbeugen. 
die ansatzférdernde Wirkung der Citrone zum 
BewuBtsein, wobei es gleichgiiltig ist, ob wir 
ihre Wirkung und die der akzessorischen 
Nihrstoffaktoren tiberhaupt als Reizstoffe 
auf den Ernahrungsvorgang und Zellstoff- 
wechsel [Aron')] ansehen, oder sie in Be- 
zichung bringen zur Zellatmung, die fiir die 
Oxydationsvorgiinge unerliBlich ist (Abder- 
halden, Freudenberg, Gyérgy) oder sie mit 
Biirgi*) und Uhimann?) als pharmakologisch 


wirksame Substanzen mit tonisierendem Ein- 


fluB auf das cerebrospinale und parasympathische Nervensystem be- 
trachten, oder schlieBlich sie mit Bickel4) fiir den ,,Assimilator‘’ der 


K6rperzellen halten. 
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Bei unseren weiteren 
Versuchen priften wir 
den EinfluB der Hitze 
auf den Saft (vgl. Mittei- 
lung 1). Die bestehende 
Ansicht geht dahin, daB 
sich beim Erhitzen des 
Citronensaftes auf 100° 
keine schidigende Wir- 
kung bemerkbar macht. 
| Angaben aus der Litera- 








—— Ill) gefiittert mit Hafer + 4g Trockenmilch + 5cem 
w-----* TVJ2x1 Std. i. Autoklaven erhitzten Citronensaftes. 


Kurve 8. 


tur beweisen, daB Tiere, 
mit einem solchen Saft 
ernihrt, vor Skorbut 


bewahrt bleiben. Auf die Versuche Nobels®), der sieben Barlowkinder 
mit Milch ernihrte, die 10 Minuten bis 1 Stunde erhitzt war, ist ebenso 


1) Monatsschr. f. Kinderheilk. 13, 359 u. 15, 561. 
2) Dtsch. med. Wochenschr. 1921, 8. 613. 

%) Zeitschr. f. Biol. 68, 419. 

4) Klin. Wochenschr. 1922, 8. 110. 

5) Zeitschr. f. Kinderheilk. 28, 5. 
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hingewiesen wie auf die von uns beobachtete Heilung eines Skorbutfalles 
mit 2 Stunden bei alkalischer Reaktion gekochtem Citronensaft. Uns 
interessierte der EinfluB des fraktionierten Erhitzens im Autoklaven. 
Kurve 3 gibt dariiber AufschluB. 

Das Auffallende an der Kurve ist zunichst, da beide Tiere relativ 
lange leben. Der Tod von M 3 erfolgt am 69., von M4 am 78. Tage. 
M 3 wurde erst am 57. Tage etwas matt, zu ciner Zeit, wo die Nahi ungs- 
aufnahme noch durchaus gut war, stiirzte aber dann, nachdem es in der 
vorhergehenden Versuchsperiode relativ gut an Gewicht zugenommen 
hatte, enorm ab und kommt ad exitum. Bei der Sektion finden sich 
typisch aufgelockerte Femurepiphysen und verdickte Ringknorpel, da- 
gegen keinerlei Blutungssymptome. M 4 hatte nicht so gut an Gewicht 
zugenommen und war in der Zeit zwischen 12. und 20. Tage recht matt 
geworden, so daB wir damals schon 














‘ ; ‘cant 10 20 30 6 50 Tage 61 
annahmen, dab sich ein Skorbut Tod, matt 
‘ ss 320 } } } a } 
vorbereite. Es erholte sich aber 7 } 
: : 300 ay A / t 
wieder und bekam die ersten An- — £ Y4\ AN ' 
P * 280 + §*% , Vv, > 
zeichen seiner Erkrankung erst am ve \ 
am rn — ° B. 266 + +s } 
67. Tage, wihrend ein stiarkerer : iS 
as rr . 24 ? T Tt hat ff * 
Haarausfall erst am 76. Tage ein- . 2 X 
setzte. Bei der Sektion findet sich |. FA 
hier das typische Bild des Skorbuts _ ,,, | 
mit reichlichen Muskelblutungen. | —— |\gefiittert_ mit Hafer + 4g Trocken- 
: ~---* 11fmileh + 5 ccm in 2 proz. HCl-Lésung 
Unsere Angaben werden in allen hydrolisierter, alkal. Citrone. 


Punkten von Mauricand und Michel!) 1 am 61. Bag athe 59. rs an typischem 
bestatigt. Ihre Tiere, die zu einer Kost —— aig a as 
aus Hafer und Heu 5—10 cem 1'/, Std. 
im Autoklaven bei 120° gehaltenem Citronensaft erhielten, erkrankten sogar 
erst zwischen dem 85. und 110. Tage an Skorbut. Auch sie sprechen von einem 
relativ chronischen Verlauf, der spontane Besserung zuJaBt (vgl. M 4). Trotz guten 
Allgemeinzustandes und Kérpergewichtszunahme verenden ihre Tiere schlieBlich 
skorbutisch. Das, was bei der Milch zweifellos den Skorbut des Beobachtungstieres 
herbeigefiihrt hatte, das wiederholte Erhitzen unter Druck, bewahrt unsere Tiere 
bei Darreichung von Citronensaft fiir iiber 2 Monate vor der Erkrankung. Ein 
Beweis mehr, um wieviel iiberlegener an antiskorbutischen Einheiten [Chick und 
Dalyell*)| der Citronensaft der Milch ist. 

Zusammenfassung: Meerschweinchen werden durch Citronensaft, der 
2 mal 1 Stunde im Autoklaven erhitzt ist, fiir eine lange Zeit (iiber noch 
einmal so lange als die Kontrolltiere ohne Citrone) vor Skorbut geschiitzt. 
Allerdings lapt sich schlieBlich der Ausbruch der Krankheit nicht ver- 
hindern. 


Eine aihnliche Beobachtung kénnen wir aus der Kurve 4 ablesen. 
M | und M 2 bekommen als Zulage zu ihrem Futter Saft, der unter Zu- 


1) Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. 84, 14, 735. 1921. 
2) Zeitschr. f. Kinderheilk. 26, 257. 1920. 
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satz von Salzsiure in einer Konzentration von 2—3% im Autoklaven 
hydrolisiert wurde. Auch hier ein relativ langer Schutz der Tiere; 
denn erst am 43., bzw. am 47. Tage setzt der katostrophale Gewichts- 
sturz ein, der zum Tode fiihrt, also doch ein gewisser Schutz durch den 
Saft, wenn auch die zweifellose Schadigung durch die Vorbehandlung 
sich in dem schlechten Gedeihen der Tiere dokumentiert (vgl. Wachstum 
von Diphtheriebacillen auf hydrolisiertem autoklaviertem Citronensaft 
in Mitteilung 1). 

Uber den Zusammenhang von Bestrahlung mit ultraviolettem Licht 
und Roéntgenstrahlen und Verianderung des antiskorbutischen Faktors C 
im Citronensaft kénnen wir uns kurz fassen. Wir selbst waren aus 
Tiermangel nicht in der Lage, uns ein eigenes Urteil dariiber bilden zu 
kénnen, glauben aber, daB der Einflu8 von ultraviolettem Licht durch 

z den Versuch von Zilva') eindeutig ent- 
3602 10 20 30 40 lage 50 , en, ilies neti 1 
| schieden ist: Hine 8 stiindige Hohen- 








-” sonnenbestrahlung schddigte den Saft so 
wad wenig, dab Meerschweinchen skorbutfrei 
sia blieben. 

wei | Ebenso miissen wir bei der Frage Ci- 
wie | \. a tronensaft und Liiftung den Angaben 
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ad Ney Zilvas folgen. Durchleitung von O, durch 
| i den Citronensaft schadigt den Faktor C 

200 ; ; : 
— Mi1)Grundfutter + 5cem4Tg. Mur wenig, dagegen trat eine stdrkere 
M12/b. Laboratoriumstempe- Schddigung auf, wenn gleichzeitig mit der 


ratur gestandenen Citronensafts. 4 é 7 
Beide Tiere am 44. Tage an typischem Liiftung die Hitze auf den Saft einwirkte. 








Skorbat gestorben. In diesem Zusammenhang ist noch 
Kurve 5. kurz das ,, Altern‘: des Citronensaftes zu 


besprechen : 

In der ersten Mitteilung wurde berichtet, daB saurer Citronensaft, 
4 Tage in offener Schale auf den Brutschrank gestellt, in seiner Wirk- 
samkeit auf das Bakterienwachstum nicht geschiadigt ist. Fiittert man 
Meerschweinchen mit einem solchen Saft, so gehen die Tiere an typischem 
Skorbut zugrunde. Uber ahnliche Versuche berichtet Gralka?). Durch 
das Stehen hat offenbar eine Umlagerung im Saft stattgefunden; auf jeden 
Fall ist der ProzeB des ,,Alterns** ein so eingreitender in das Gefiige eines 
an antiskorbutischen Substanzen so reichen Materials wie der Citronensaft, 
es darstellt, dag die Schddigung eine wesentliche gréfere ist, als wenn man 
z. B. selbst unter Zusatz mineralischer Sduren unter Druck erhitzt. Auf 
diesen Versuch werden wir spiter noch einmal zuriickkommen. 

Durch Einwirken von Adsorbentien — Kaolin, Kohle, Talkum — 
(vgl. Mitteilung 1) konnten wir einen gewissen schidigenden EinfluB 


1) Biochem. Journ. 13, 64. 1919. 
2) Gralka, zur Zeit im Druck. 
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auf das Bakterienwachstum erzielen. Wenn wir auch die fordernde Wir- 
kung nicht véllig herausadsorbieren konnten, so war doch der EinfluB 
sicher. Wie verhalt sich z. B. das Filtrat eines mit Kohle in der Hitze 
adsorbierten Saftes im Tierversuch? Kurve 6 gibt dariiber AufschluB: 

Den Meerschweinchen M 13 und M 14 wird zu ihrem Grundfutter 5 ccm 
Kohlefiltrat zugelegt. Tier 13 stirbt am 34. Tage; Tier 14 am 30. Tage an 
typischem Skorbut. Bei letzterem Tier mu8 man bemerken, daB der 
Tod vielleicht noch durch einen vorangegangenen Abort beschleunigt 
wurde. 

Diese Versuche stehen in einem gewissen Gegensatz zu den Angaben 
der Literatur. Harden und Zilva!) und Vedder?) vertreten den Stand- 
punkt, da®B der Faktor C nicht durch Absorbentien zu beeinflussen ist, 
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—_—_— arn moped +5 ccm —_— bia stem + 5ecm 
-----~ XIV / Kohlefiltrat (Citronensaft, ~~" Villjentsdiuerten Hiilsen- 
sauer aufgekocht, mit Kohle filtriert). inhalts ohne Sodazusatz 1 Stunde 
XII am 84. Tage, XIV am 382. Tage nach bei 50—60° gehalten. 
vorangegangenem Abort gestorben. Am 24. bzw. 26. Tage an typischem 
Skorbut gestorben. 
Kurve 6, Kurve 7. 


im Gegensatz zum antineuritischen Faktor B, wahrend Byfield*) aus Oran- 
gensaft mit Kaolin das wirksame Prinzip adsorbiert. Bei in der Entwick- 
lung nicht vorangegangenen Sauglingen sind 45 ccm Filtrates auf den 
Gewichtsanstieg unwirksamer als 15 ccm unfiltrierten Saftes. Vielleicht 
wird man aus diesen Analogien zwischen wachstumférdernder Wirkung 
des unfiltrierten Saftes beim Sdugling und Wachstum der Bakterien ge- 
wisse Schliisse auf das Vorhandensein eines wachstumférdernden Faktors 
ziehen kénnen, der in der Citrone neben dem antiskorbutischen existiert. 
Naheres dariiber wollen wir in den SchluBsitzen dieser Arbeit ausfiihren. 
Um eine Parallele zwischen dem EinfluB der Dialyse auf das Wachs- 
tum der Bakterien und Skorbuterkrankungen des Meerschweinchens zu 
zichen, fiitterten wir (vgl. Kurven 7 und 8) je zwei Tiere M7, M8 
und M9, M 10 mit je 5ccm Hiilseninhalt bzw. Dialysats. 
1) Biochem. Journ. 12, 93. 1918. 
2) Mil. surg. 29, 2, 133. 1921. 
3) Americ. Journ. of dis. of childr. 19, 5, 349. 1920. 
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Wir gingen dabei so vor, da} wir den Sauregehalt des Hiilseninhaltes als Mab- 
stab fiir den Grad der Dialyse ansahen, d. h. wir nahmen an, daf die dialysablen, 
i. e. die krystalloiden Substanzen in dem Augenblick durchdialysiert sind, wenn 
die Saiure aus der Hiilse heraus ist. Dieses dauert durchschnittlich 3—4 Tage, 
gleichgiiltig ob wir die Hiilse bei Zimmertemperatur stehen lieBen oder den Vor- 
gang durch Schiitteln im Schiittelapparat zu beschleunigen suchten. Im letzteren 
Fall waren nach ca, 11/, Tagen in 1 ccm Citronensaft des Hiilseninhaltes so viel 
Saure, wie 1 cem ®/,)>-NaOH entsprach. Nach 3 Tagen war die Entsauerung soweit 
gediehen, daB 1 ccm Saft nur noch 0,2 cem ®/,)-NaOH beanspruchte. (Wenn man 
in die Hiilse urspriinglich 10 ccm eingefiillt hatte, muBte man infolge des Fliissigkeits- 
austausches von der umgebenden Fliissigkeit der Hiilse und der Hiilse selbst mit 
einer gewissen Verdiinnung rechnen, so da den urspriinglichen 10 cem Citronen- 
saftes am letzten Tage des Entsiiuerungsprozesses ca. 13 cem Hiilseninhalt ent- 
sprachen.) Da die umgebende Fliissigkeit der Hiilse jeden Tag nach Méglichkeit 
gewechselt wurde, um das Gefalle fiir den EntsiuerungsprozeB zu beschleunigen, 
war am Ende des Vorgangs die Menge des Dialysates relativ groB und verdiinnt 

Tage 9 nd wurde vor Beginn des Versuchs im Vakuum 
bei héchstens 40° eingeengt und nachher mit Soda 
alkalisiert. Um den durch diesen Einengungsprozeb 
eventuell entstehenden Versuchsfehler auszuschalten 

er kann nicht groB sein, weil die Temperatur 
relativ niedrig ist —, wurde auch der entsduerte 
Hiilseninhalt nach Beendigung der Dialyse fiir die 
Dauer des Einengens im Vakuum im Wasserbad bei 
40° gehalten, so daB fiir Dialysat und Hiilseninhalt 
in bezug auf die Temperatur die gleichen Voraus- 
setzungen gegeben waren. 














200 \—— r 
—— IX) gefiittert mit Grund- 
""* Xifutter+5ecem Dia- 
lysat im gem a ~ 60° ein- Sehen wir uns die Kurven 7 und 8 an; 

geengt, mit Soda alkalisiert. = teieat 
IX am 37. Tage, X am 40. Tage an M7 und M8 bekommen zu dem iiblichen 
typischem Skorbut gestorben.  (rundfutter entsiuerten Hiilseninhalt, der 
Kurve 8. 





in der oben besprochenen Weise vorbereitet 
war. Am 24. und 26. Tage des Versuchs sind beide Tiere an typischem 
Skorbut gestorben, d. h. etwa nach der gleichen Zeit, wie nur die 
Kontrolltiere in Kurve 1, die ohne jeden Citronensaft gefiittert waren. 
Der Hiilseninhalt ist also nach 3tagiger Dialyse véllig des antiskor- 
butischen Faktors C bar. Kurve 8 zeigt das Verhalten von M 9 und 
M 10, die mit 5 ccm Dialysat gefiittert wurden. Hier sieht die Kurve 
besser aus. Zunichst der tibliche Gewichtsanstieg wie beim gesunden 
Tier und dann, etwas protahiert, der Gewichtssturz, der am 37. bzw. 
am 40. Tage zum Tode fiihrt. Bei der Sektion findet sich bei beiden 
Tieren ein typischer Skorbut. 

Vergleichen wir die beiden Kurven untereinander, so kénnen wir das 
eine hervorheben, daB nach anfinglichem Gewichtsanstieg auf Kurve VII 
der Tod der Tiere hier etwas linger hat auf sich warten lassen. Soll man 
bei diesem geringen zeitlichen Unterschied von einem relativen Skorbut- 
schutz sprechen? Wir méchten die Frage verneinen. Denn ergiainzend 
zu diesen Tierversuchen hatten wir Gelegenheit, bei einem typischen 
barlowkranken Kinde die Wirksamkeit des Hiilseninhaltes zu erproben. 
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Kind H. D., 8 Monate alt, wird mit typischer Barlowanamnese (einseitige 
Uberfiitterung mit Milch und Mehl) eingeliefert. Der Mutter fiel auf, daB das Kind 
seit 14 Tagen geschwollene Beine hatte, beim Anfassen laut schrie und die Nahrungs- 
aufnahme verweigerte. Bei dem Pat. fanden sich neben sehr ausgedehnten Zahn- 
fleischblutungen Hautblutungen und starke Schwellung und Schmerzempfindlich- 
keit beider Unterschenkel, besonders in der Kniegegend, mit Bevorzugung der 
linken Seite. Im Urin sind reichlich Erythrocyten. 

Diagnose: Moller-Barlowsche Krankheit. 

Diesem Kinde gaben wir zu der gleichen Kost, die es zu Hause er- 
halten hatte, taglich 25 ccm Citronensaft-Hiilseninhalt. Unter dem Ein- 
fluB dieses therapeutischen Regims trat ein Riickgang der Knochen- 
erscheinungen und Zahnfleischblutungen ein. Das Kind fing an, sich 
wieder spontan zu bewegen, und wurde im Gegensatz zu der schlechten 
Stimmung bei der Aufnahme zusehends vergniigter. Am 14. Tage er- 
folgte ein plétzlicher Stinmungsumschwung, am 16. Tage traten von 
neuem Zahnfleischblutungen und Schwellungen der Unterschenkel auf, 
kurz, ein Rezidiv des offenbar nicht optimal behandelten Barlow. Nach 
Zugaben von originiirem Citronensaft heilten alle Erscheinungen rest- 
los ab. Interessanterweise war auch die Verschlechterung des Befindens 
in einer biologischen Blutreaktion zum Ausdruck gekommen: das Serum 
des Kindes, das in der Rekonvaleszenz imstande war, trypanosomen- 
infizierte Miaiuse vor der septischen Erkrankung zu schiitzen, hatte diese 
Kigenschaft wieder verloren |Naheres dariiber in ciner gemeinsamen 
Mitteilung!)]. 

Dieser Versuch am Menschen zeigt uns, dal noch geringe Mengen 
wirksamer Substanz im Hiilseninhalt vorhanden war, die zwar zu einer 
voribergehenden Besserung, nicht aber zur volligen Heilung ausreichten. 
Einschrankend muB man allerdings bei diesen Versuchen hinzufiigen, 
daB Vergleiche deshalb nur mit allergréBter Reserve anzustellen sind, 
weil, wie Kurve V uns gezeigt hat, Citronensaft schon durch Stehen bei 
Zimmertemperatur den wirksamen antiskorbutischen Faktor C einbiiBt, 
so daf die Dialyse erst dann einen Einblick in die kolloid-chemischen 
Verhaltnisse des Saftes geben kann, wenn es technisch gelingen sollte, 
sie schneller durchzufiihren. 

In weiteren Versuchen wollten wir durch Ultrafiltration zu einem Resultat 
in unserer Fragestellung kommen. Wir filtrierten Citronensaft durch Berkefeld- 
filter und fiitterten Meerschweinchen C1 und C2 mit filtriertem Saft, Meer- 
schweinchen D1 und D2 mit Citronenriickstand. Leider funktionierten unsere 
Filter so schlecht, daB die Versuche nicht eindeutig ausfielen, infolgedessen vorzeitig 
unterbrochen werden mufBten. Wir behalten uns vor, spaiter noch einmal darauf 
zuriickzukommen. 

Zum SchluB weisen wir noch kurz auf Versuche hin, die vielleicht 

. 


einmal interessante Einblicke in die Synthese akzessorischer Nahrstoff- 
faktoren gewaihren kénnen. Wir besprechen sie ausfiihrlicher an anderer 





1) Leichtentritt und Zielaskowski, Jahrb. f. Kinderheilk. 1922, Juniheft. 
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Stelle!) Erwiaihnt seien Fiitterungsversuche mit Bakterien, bei denen 
wir feststellen wollten, wieweit ihr Zusatz zur Grundnahrung skorbut- 
verhiitend wirkt. 
Kurve 9 zeigt, da der Zusatz von 1—2g Heubacillen die Tiere 
E 1 und E 2 vor Skorbut nicht bewahrte. Vielleicht war die verabreichte 
0 0 2. 30 Tage Menge zu klein. S. R. Damon?) fiihrte ahn- 
liche Versuche mit gleichem Erfolg aus. 
Ultrafiltrationsversuche muBten aus dem 
oben angefiihrten Grunde aufgegeben werden. 
Uberblicken wir die Resultate der Tier- 
versuche, so ergibt sich, dap sdmtliche Ande- 
ae. rungen, die mit der Konstitution des Citronen- 
| | saftes vorgenommen werden, schadigend auf das 
pikes at epee oan Meerschweinchen wirken und Skorbut hervor- 
+ Heubacillen, rufen. Vielleicht laBt sich in der Quantitdt der 
a eaain oo wero se Schddigung ein Unterschied bemerken. Alle 
Prozesse, die das Gefiige des Citronensaftes 
durch Hitze erschiittern, schidigen seine anti- 
skorbutische Wirksamkeit selbst in bezug auf den Meerschweinchenorga- 
nismus relativ wenig. Das gleiche Resultat wird durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht erzielt; dagegen stellt das einfache Stehen bei Zimmer- 
temperatur einen auffallenden DenaturierungsprozeB dar. Wenn wir alle 
diese Befunde mit denen vergleichen, die wir in unserer ersten Mit- 
teilung itiber den EinfluB der verschiedensten Prozeduren auf die 
bakterienwachstumférdernden Faktoren gewonnen haben, so ergeben 
sich betrachtliche Unterschiede. 
Die Tabelle bringt die Resultate iibersichtlich dargestellt, erginzt 
durch einige wenige aus der Literatur. 
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Kurve 9. 














Citronensaft wurde _und wirkte im iia 
veriindert durch Bakterienversuch | Meerschweinchenvers. beim Barlowkranken 
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*) Leichtentritt und Zielaskowski, zur Zeit im Druck. 
2) Journ. of biochem. 48 II, 379. 1921. 
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Bei den Bakterienversuchen ergibt sich als Resultat, daB die Bakterien 
(Diphtherie) im groBen ganzen auf dem Citronenagar wachsen, gleichgiiltig 
wie die Vorbehandlung des Saftes war, nur die Adsorption und Dialyse 
sind von EinfluB auf seine Wirksamkeit. Der Teil der Tabelle, der 
sich auf den antiskorbutischen Faktor C im Tierversuch bezieht, zeigt 
betrdchtliche Schwankungen, da_ sdmtliche Versuchstiere skorbutisch 
werden, mit Ausnahme derjenigen, die Citrone erhielten, die ultra- 
violettem Licht bzw. der Liiftung ausgsetzt wurde. Und gerade bei diesen 
Tieren handelte es sich um Versuche, die nicht von uns pers6nlich an- 
gestellt wurden, eine Liicke, die noch auszufiillen bleibt. Auferdem ist 
die Erhitzung fiir das Meerschweinchen nur von relativem Schaden (eine 
schéne Ergdnzung bietet das Barlowkind, das mit erhitztem Citronensaft ge- 
sund wird). Wieder ein Beweis mehr, ein wie feines Reagens der Meer- 
schweinchenversuch darstellt. Vielleicht bieten die Adsorptionsversuche 
einen Anhaltspunkt fiir ein Weiterkommen. Der bakterienwachstum- 
fordernde Faktor wird nur zum Teil adsorbiert, im Gegensalz zum anti- 
skorbutischen. 

Andererseits ist es beachtenswert, da man mit Citronensaft bei 
Kindern, die quantitativ und qualitativ ausreichend crnihrt wurden 
und dabei im Gewicht stehen blieben, neue Zunahmen erzielte [ Aron- 
Bessau'), Aron-Samelson?), Byfield], die ausblieben, wenn der Saft 
wie oben erwahnt — durch Kaolin adsorbiert wurde (Byfield). Zwischen 
dem Wachstum der Bakterien und dem Anwuchs der nicht gedeihen- 
den Kinder driingen sich gewisse Parallelen auf. Man kénnte sich 
vorstellen, dab, wie z. B. der Saft des Pankreas, neben dem Trypsin noch 
das Steapsin als Ferment enthalt, auch der Citronensaft mehrere solcher 
,.Fermente** besde, die durch ihre verschiedene Wirksamkeit sich auch als 
2 verschiedene Stoffe erweisen. Man kann also sagen: Der Citronensaft 
enthalt 

1. den antiskorbutischen Faktor C und 

2. einen wachstumférdernden Faktor, der wirksam ist bei nicht ge- 
deihenden Kindern und gewissen Arten von Bakterien. Fiir den letzteren 

‘aktor kénnte man unter Umstdnden die Bezeichnung Vitamin D ein- 
fihren, wie dies neuerdings Funk tut und wie dies Aron, wenn auch mit 
etwas anderer Nomenklatur, friiher bereits durchgefthrt*) hat. 

Man muB sich allerdings dabei klar dariiber sein, ob dieser neue 
Faktor D nicht evtl. identisch ist mit dem Faktor B, wofiir manches zu 
sprechen scheint (Byfield). Deshalb wird unser nichstes Ziel sein miissen, 
nachzupriifen, wieweit der Faktor B imstande ist, das Wachstum der 
Bakterien zu férdern. 





1) Nach bisher unveréffentlichten Versuchen. 
2) Dtsch. med. Wochenschr. 1920, 28. 
3) Berl. klin. Wochenschr. 1920, 773. 
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Versuche dariiber in anderer Richtung liegen bereits von E. Fraenkel und 
Erich Schwarz'), Abderhalden und Kéhler®), Euler und Petersson*), Williams‘), 
Swoboda*) u. a. m. vor. Diese fanden, daB Hefe und Hefeextrakte nicht nur imstande 
wiren, die alimentaire Dystrophie der Vogel zu heilen, sondern auch die Garung 
der verschiedensten Zuckerarten und des brenztraubensaueren Kaliums zu_be- 
schleunigen. Auch der Zusatz von Hefeextrakten zu Hefezellen war imstande, 
eine starke Vermehrung der Hefezellen zu erzielen. Die Amerikaner haben bereits 
quantitative Methoden ausgearbeitet, um in der Vermehrung der Hefezellen einen 
Gradmesser fiir den Gehalt der verschiedensten Stoffe an ,, Vitaminen‘‘ zu gewinnen. 


') Diese Zeitschr. 112, 203. 1920. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 176, 209. 1919. 

8) Arch, f. physiol. Chem. 114, 4. 1921. 

*) Zit. nach Abderhalden, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 176, 209. 1919. 
5) Journ. of biochem. 44, 2, 531. 1920. 

















Amboceptoren und Receptoren’). 
IT. Mitteilung. 


Von 
J. Morgenroth und R. Bieling. 


(Eingegangen am 2. Mai 1922.) 


Die zahlreichen Untersuchungen, welche sich an die Forssmansche?) 
Fntdeckung der heterologen Himolysine anschlossen [Orudschiew®), 
Friedberger und Schiff*), Doerr und Pick®), Morgenroth und Bieling (1. ¢.) 
u. a.], haben eine Rethe von Antigenverwandtschaften innerhalb des 
Tierreiches aufgedeckt, andererseits aber auch gezeigt, daB verschiedene 
Zellen derselben Tierart in ihrem antigenen Verhalten vollig verschieden 
sein kénnen. Insbesendere war die wesentliche Differenz zwischen Blut- 
kérperchen und den tibrigen Organzellen bemerkenswert. Aber auch unter 
den verschiedenen Organzellen selbst bzw. Organ- und Tumorzellen 
derselben Tierart bestehen — wenn auch lange nicht so tiefgehende 
Unterschiede. Diese machen sich in einer besonders ausgeprigten 
Aviditit der Sera zu den entsprechenden Antigenen geltend, wie an 
dem Beispiel der Miiusenieren- und der Mausecarcinom-Sera im Bin- 
dungs- und Transgressionsversuch gezeigt werden konnte. 

Im folgenden soll nun in zusammengefaBter Form iiber Versuche 
berichtet werden, welche im AnschluB an die friiher mitgeteilten unter- 
nommen wurden, um weitere Einsicht in das verwickelte und schwer 
iibersichtliche Gebiet der Receptorenverwandtschaften und Receptoren- 
differenzen zu gewinnen. 

Dabei kam es im wesentlichen darauf an, eine Aufspaltung und 
Charakterisierung der zahlreichen verschiedenen Antigenfunktionen 
der Ziegenblutkérperchen im Vergleich mit einer umschriebenen Anzahl 
andersartiger Organzellen und Blutkérperchen vorzunehmen, wobei 





1) I. Mitt. s. diese Zeitschr. 68, 85. 1915. Die Versuche wurden 1913 in 
der Bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin ausgefiihrt. 

2) Diese Zeitschr. 37, 78. 1911. 

3) Zeitschr. f. Immunititsforsch. 16, 268. 1913. 

4) Berl. klin. Wochenschr. 50, 1557 u. 2328. 1913. 

5) Diese Zeitschr. 50, 129. 1913. 
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sich die Vorstellung, daB eine Zelle verschiedene Teilreceptoren neben- 
einander besitzen kann, heuristisch besonders bewahrte. Auf die zahl- 
reichen Befunde von anderer Seite auf dem weitverzweigten Gebiet soll 
bei der Darstellung nur insoweit eingegangen werden, als sie den mit- 
geteilten Untersuchungen als Grundlage dienen oder aber mit ihren 
Ergebnissen in Widerspruch stehen. 

Der Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen war die Tatsache, dab 
Organzellen einer ganzen Anzahl verschiedener Tierarten (Meerschwein- 
chen, Pferd, Hund, Katze, Maus, Huhn, Schildkréte) mit dem Ziegen- 
blut die Eigenschaft teilen, beim Kaninchen Ziegenbluthimolyse 
hervorzurufen!), daB also in der Nomenklatur der Seitenkettentheorie 
die Organzellen der genannten Tierarten und die Ziegenblutkérperchen 
gleichsinnig wirkende Receptoren besitzen. Es ergab sich nun die Frage, 
ob diese verschiedenen Receptoren untereinander identisch seien oder 
nicht, d. h. also, ob die Organzellen und die Ziegenblutkérperchen 
verschiedenartige oder gleichartige Ziegenhimolysine hervorbringen. 

Den ersten AufschluB bot hier der Bindungsversuch. Dieser ergab, 
daB Meerschweinchen- und Mauseorgane als Vertreter der obgenannten 
Zellarten, ebenso wie Ziegenblut die Ziegenhimolysine des Meerschwein- 
chen-Nieren- Kaninchen-Serums (M-N-K-S) und des Mause-Tumor-Kanin- 
chen-Serums (Ms-T-K-S) binden kénnen, da®B also die simtlichen 
Zellarten iiber gleichartige Receptoren verfiigen miissen. 


Tabelle I. 
Vergleichende Bindung von Meerschweinchennieren-Kaninchenserum 
mit Meerschweinchennieren und Ziegenblut. 


A. 5proz. Aufschwemmung von Meerschweinchennierenzellen (Technik siehe 
I. Mitteilung). 

B. 5proz. Aufschwemmung von Ziegenblutkérperchen. Je 0,5cem von A 
und B werden mit steigenden Mengen des inaktivierten Meerschweinchen-Nieren- 
Kaninchenserums versetzt (Titer: 1 AE. = 0,002 ccm). Volumen 1,0 ccm, 1 Stunde 
37°; zentrifugiert; der klare oder leicht opalescente AbguB wird nach Zusatz von 
0,05 cem frischen Meerschweinchenserums auf sein hamolytisches Vermégen gegen- 
iiber 0,5 cem 5 proz. Ziegenbluts gepriift. Das Resultat bringt folgende Tabelle: 


A. B. 
AbguB von 
Serummenge Meerschweinchenniere Ziegenblut 

0,l com 4/y = 5 AE. 0 0 
Os. = 25 ,, sw sw 
Ol ae 1 m m—st 
oF... = 100 ,, c c 
03 + = 10 » c e 


1) Dabei wird im folgenden Ziegenblut und Hammelblut gleichgesetzt werden, 
ohne daB damit allerdings etwas iiber die feineren Unterschiede prajudiziert 
werden soll. 
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0,5 cem der 5proz. Meerschweinchennierenaufschwemmung und 0,5 cem der 
5proz. Ziegenbhutaufschwemmung haben aus dem Meerschweinchennieren- 
Kaninchenserum 50 AE. fast voéllig gebunden. 

Das mit Miausetumorserum vorbehandelte Ziegenblut hat sein 
Bindungsvermégen gegeniiber dem nicht vorbehandelten von 50 auf 
30 AE. vermindert. 

Tabelle II. 
Bindung von Meerschweinchennieren-Kaninchenserum mit Mauseniere 
und Mausetumor. 


In der friiher eingehend geschilderten Weise werden 5 proz. Zellsuspensionen 
von Mauseniere und Mausetumor hergestellt. Je 0,5 cem 5 proz. Aufschwemmung 
von A. Mauseniere, B. Mausetumor versetzt mit steigenden Mengen Meerschwein- 
chennierenserum (AE. = 0,002 ccm), 1 Stunde 37°, dann zentrifugiert. Der 
opalescente AbguB wird mit 0,5 ccm 5proz. Ziegenblut und 0,05 cem frischen 
Meerschweinchenserums gepriift. 


A. B. 
AbguB von 
Menge des Serums Mauseniere Mausetumor 
0,1 com 4/;,5 = 5 AE. sw sw 
OD ws "Ysa =* SO c c 
0,1 99 1, = 5O se c c 


0,5 cem 5proz. Aufschwemmung von Miauseniere und Miusetumor 
haben also beide etwa 5 AE. der ziegenhimolytischen Amboceptoren 
des Meerschweinchennieren-Kaninchenserums gebunden. 


Tabelle IIT. 


Bindung von Mausetumor-Kaninchenserum mit Meerschweinchennieren. 


0,8 ccm einer 5proz. Meerschweinchennierenaufschwemmung versetzt mit 
0,2 ccm Mausetumor-Kaninchenserum; 1 Stunde 37°; dann _ zentrifugiert. 
Der AbguB stellt eine fast 10fache Serumverdiinnung dar. Er wurde gleichzeitig 
mit nicht vorbehandeltem Serum gegen 0,5ccm Sproz. Ziegenblut bei Zusatz 
von 0,05 ccm Meerschweinchenserum eingestellt. 

Das Resultat ergibt folgende Tabelle, in der, wie erlautert, die Zahlen fiir die 
AbguBmengen der 10fachen Verdiinnung des nicht vorbehandelten Serums ent- 
sprechen. 





Serum nicht 
vorbehandelt 


Serum mit Meerschweinchenniere 
vorbehandelt 


Serummenge AbguBmenge 

Ue a err en ihe ss" 
7” a 
OB Alen s « + + @ 0,5 "/100 we 
O25 "fig S80 0,25 *“Vie9 - - fe 
UF ig a 

a a a 


Der hamolytische Titer des Tumorserums hat nur wenig abgenommen. 
Meerschweinchenniere hat nur wenige der Amboceptoren des Mause- 
tumor-Kaninchenserums gebunden. 


Biochemische Zeitschrift Band 181. 
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Ziegenblut bindet also ebenso wie Mausenieren die Ziegenhimolysine 
des M-N-K-S. Mausenieren und Mausetumor binden ebenfalls die 
Ziegenbluthimolysine aus M-N-K-S. Andererseits bindet Meerschwein- 
chenniere die Ziegenbluthimolysine aus Ms-T-K-S. 

Diese Versuche zeigen. das Ziegenblut, Meerschweinchenorgane 
und Mauseorgane gemeinsame RKeceptoren besitzen: denn nicht nur 
rufen sie im Kaninchen die Bildung von Ziegenhimolysinen hervor, 
sondern sie binden auch die Ziegenhimolysine, einerlei, mit welchem 
der verschiedenen Antigene sie erzeugt worden sind. Auffallend aber 
ist dabei, daB die Antigene aus den heterologen Hamolysinen viel weniger 
Amboceptoreinheiten (AE.) binden als aus homologen Himolysinen. 
Zum Beispiel fixieren Mausenieren und Miusetumor aus einem M-N-K-S 
5—10 AE., wihrend im gleichzeitigen Versuch Meerschweinchenniere 
50 AE. herausnimmt. Umgekehrt bindet Miusetumor aus Ms-T-K-S 
19/,, des Amboceptors. 

Es wire nun moglich, da®6 durchgingig das zur Immunisierung 
benutzte Antigen eine stirkere Aviditét zu seinen zugehérigen Ziegen- 
himolysinen besiBe als zu einem mit anderen Zellen hervorgerufenen. 
Dann miiBten durch Bindung mit dem Immunisierungsantigen stets 
zahlreiche, durch Bindung mit einem anderen Antigen dagegen stets 
wenige AE. festgehaiten werden. 

An dem folgenden Beispiel kann jedoch gezeigt werden, daB dies 
keineswegs die Regel ist. 

Immunisiert man Kaninchen mit Hundemilz (2 mal 0,9 ccm einer 10 proz. 
Aufschwemmung intravenés), so erhilt man Ziegenbluthamolysine vom Titer 
0,0005—0,0002 fiir 0,5 ccm 5 proz. Ziegenblut. Mausetumor bindet nun aus einem 
solchen Hundemilzserum ebenso wie aus einem Mausetumorserum eine sehr groBe 
Menge von AE. (gegen 50) und ebenso bindet Hundemilz aus einem Mausetumor- 
serum mehr als 50 AE., wihrend, wie oben gezeigt, Meerschweinchenorgane nur 
etwa 5 AE. festhalten kénnen. 


Tabelle IV. 
A. Bindung von Hundemilz-Kaninchenserum durch Mausetumor. 
Steigende Mengen eines Hundemilzserums (AE. = 0,0002 ccm) werden mit je 
0,5 cem 5proz. Mausetumoraufschwemmung 1 Stunde im Brutschrank gehalten, 
zentrifugiert und der AbguB gegen 0,5 proz. Ziegenblut unter Zusatz von 0,05 ccm 
Meerschweinchenserum gepriift. 


Serummenge Hamolyse des Abgusses 
0,5. 4499 = 25 AE... ... m—st 
1,0 o cel ad. ee oe c 
OS */ 6 = TOBE... . ys. c 
0,2 Wh a): ae c 


0,5cem 5proz. Mausetumorsuspension hat also tiber 25 AE. des 
Hundemilzserums gebunden. 
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B. Bindung von Mausetumor-Kaninchenserum durch Hundemilz. 


Steigende Mengen eines Mausetumor-Kaninchenserums (AE. = 0,0003 cem) 
werden mit je 0,5ccm einer 5proz. Hundemilzsuspension 1 Stunde im Brut- 
schrank gehalten, zentrifugiert und der AbguB gegen 0,5 cem 5 proz. Ziegenbluts 
unter Zusatz von 0,05 ccm Meerschweinchenserum gepriift. 


Serummenge Hiimolyse des Abgusses 
> j 9 x ‘ 
9,6: Nise ee BAB vey Sp 
2 1 . ‘ 
0.3 ine = LO AB... 220+. Sp 
75 1 or . 
O75: *feug == SOAR. + ss Ww 
0,15 */,.=—S50AE...... W—m 


Hundemilz hat also die Amboceptoren des Tumorserums sehr stark 
gebunden. 

Dieses Verhalten macht es unméglich, eine besonders starke Aviditit 
des zur Immunisierung benutzten Antigens allein zur Erklarung der 
geschilderten Unterschiede im Meerschweinchen- und Miuseorgan im 
gleichartigen und gekreuzten Bindungsversuch heranzuziehen, Es 
besteht vielmehr nur die Méglichkeit, partielle Receptorengemein- 
schaften und Unterschiede fiir diese Differenzen verantwortlich zu 
machen, wie solche seit den Befunden von Ehrlich und Morgenroth, 
daB Kaninchen nach lnmunisierung mit Ziegenblut auch Ochsen- 
hamolysine bilden, bekannt waren, 

Es wird also anzunehmen sein, da immer nur ein Teil der Ziegen- 
blutreceptoren von Ziegenblutkérperchen und Organzellen anderer 
Tiere identisch sind. Gesichert wird dieser SchluB durch die Tatsache, 
daB bei der Behandlung von Meerschweinchen mit Ziegenblut auch im 
Meerschweinchenorganismus Ziegenbluthamolysine entstehen. Um- 
gekehrt erhalt man weder durch die Behandlung mit Meerschweinchen- 
organen (Orudschiew) noch auch mit Mausenieren oder Mausetumor 
irgendwelche Ziegenhaimolysine. 


Tabelle V. 
Immunisierung von Meerschweinchen mit Mauseorganen. 

2 Meerschweinchen, !/,—*/, kg Gewicht, erhielten 2 mal mit 9 Tagen Zwischen- 
raum eine Injektion von je 2,5ccm einer 20 proz. Aufschwemmung von Mause- 
nieren intraperitoneal. 

2 andere Meerschweinchen werden analog mit 2 mal 2,0—2,5 ccm einer 40 proz. 
Mauseleberaufschwemmung intraperitoneal behandelt. Das Serum simtlicher 
Tiere ]éste darauf in der Menge von 0,25 cem 0,5 cem 5 proz. Ziegenblut entweder 
iiberhaupt nicht oder nur spurenweise. Nicht gelést werden weiterhin Menschen-, 
Pferde-, Rinder-, Hunde-, Katzen-, Ratten-, Mause- und Hiihnerblut. 

Das Ziegenblut enthalt also auBer den im Meerschweinchen unwirk- 
samen Ziegenblutreceptoren der Meerschweinchen- und Mauseorgane 
noch eine weitere Gruppe von Receptoren, welche im Meerschweinchen 
und in der Maus nicht vorhanden sind und welche ebenfalls bein. Kanin- 
chen und beim Meerschweinchen Ziegenbluthamolysine hervorrufen. 


34* 
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Diese nur dem Ziegenblut, nicht aber dem Meerschweinchen und 
den Miauseorganen gemeinsame Gruppe von Receptoren soll mit A 
bezeichnet werden. Da sie im Kaninchen zur Antikérperbildung fihrt, 
so muB geschlossen werden, da} sie auch im Kaninchen fehlt. 

Daneben mu aber das Ziegenblut noch eine weitere Receptoren- 
gruppe B besitzen, welche es mit Meerschweinchen- und Mauseorganen 
gemeinsam hat. Diese partielle Receptorendifferenz erklart es, daB ein 
Antigen aus dem mit ihm selbst erzeugten Hiimolysin mehr AE. binden 
kann als aus einem Himolysin, das mit einem anderen Antigen hervor- 
gerufen wird. 

Ganz in demselben Sinne sprechen die Versuchsergebnisse mit 
dem Ziegenblut-Meerschweinchen-Serum (Z-M-S), das nach den obigen 
Ausftihrungen nur Antikérper gegen die dem Ziegenblut spezifische 
A-Gruppe enthalten darf, nicht aber gegen die Meerschweinchen- 
receptorengruppe B. Die Ziegenhimolysine des Z-M-S werden zwar 
von Ziegenblut, nicht aber von Meerschweinchen- oder Mauseorganen 
gebunden, welche ja nur die B-Receptoren besitzen. 


Tabelle VI. 
Immunisierung von Meerschweinchen mit Ziegenblut. 


14 Meerschweinchen wurden 2mal in einem Interval] von 7 Tagen mit je 
5,0—6,0 cem gewaschenem Ziegenblut intraperitoneal] injiziert und nach weiteren 
Tagen entblutet. 

Titer fiir 0,5 ccm 5proz. Ziegenblut 0,001—0,0001 cem 
be op ie ve 3 op. eeeeroiat -0,01 —O.008 ., 


7 


Nicht gelést wird Menschen- und Kaninchenblut. 


Tabelle VII. 
Bindung von Ziegen-Meerschweinchenserum mit Ziegenblut. 
Steigende Mengen Ziegen-Meerschweinchenserums (AE. = 0,0015 cem, fiir 
10cem 5proz. Ziegenblut) werden mit je 1,0 cem 5 proz. Ziegenblut 1m Volumen 
2,0 cem 50 Minuten bei 40° gehalten, zentrifugiert und der AbguB mit 1,0 ccm 
5proz. Ziegenblut und 0,1 cem Meerschweinchenserum gepriift. 


Serummenge Lésung des Abgusses 
0,125 4/199 = fast 1 AE. .. . . Spchen 
0,10" “4/40 pet VAR OS. Sp 
O26 9 ia a PPAR w 
0,6 fgg SONAR m 
OG Si tee OR. es fe 
O86 9, SOC AM. c 
0.2 fe gfe: Omar ae ae ee c 


Ziegenblut hat also ca. 4 lésende Dosen des untersuchten Ziegen- 
Meerschweinchenserums festgehalten. 


Gleichzeitig wurde ein Parallelversuch mit einem Ziegen-Kaninchenserum 
gemacht. Obwohl dessen himolytischer Titer nur 0,008 ccm fiir 1,0 cem 5 proz. 
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Ziegenblut betrug, es also mehr als 5 mal so schwach wie das Ziegen-Meerschwein- 
chenserum war, so banden doch 1,0 cem 5 proz. Ziegenblut von ihm tiber 80 AE. 
Die Grenzdosis wurde nicht bestimmt. 


Tabelle VIII. 
Bindung von Ziegen-Meerschweinchenserum mit Miauseniere, Mause- 
tumor, Meerschweinchenniere und Ziegenblut. 

Je 0,5cem von 5proz. Aufschwemmung von Mauseniere, Mausetumor und 
Meerschweinchenniere, sowie je 0,5 cem 5 proz. Ziegenblutaufschwemmung werden 
mit steigenden Dosen Ziegen-Meerschweinchenserum vom Titer AE. = 0,002 cem 
1 Stunde im Volumen 1,7 cem im Brutschrank gehalten. Dann wird zentrifugiert 
und der Abgu8 gegen 0,5 cem Ziegenblut unter Zusatz von 0,05 ccm Meerschwein- 
chenserum gepriift mit folgendem Resultat: 


Meer- me 
Zugesetzte Menge Mause- Miuse- ee Ziegen- 
- z : ; schweinchen- 
des Z-M-S niere tumor : blut 
niere 
O2 sthe=TAB. ... fo fe c Ww 
0,4 1/109 : wit wn o c c m 
OG 2g = 3: a ee c ec st 
O8: "fren & 3 a c e 
10 *)e= 5 ;, = teat ¢ c 
1,2 100 ier << 4 c c Cc 


Meerschweinchenniere hat also, in Ubereinstimmung mit den Resul- 
taten von Weil und Schiff, aus dem Ziegen-Meerschweinchenserum 
keine ziegenhaimolytischen Amboceptoren gebunden. 

Die minimale Abschwiichung, welche 1 AE. durch die Vorbehandlung 
mit Miuseniere und Mausetumor erlitt, diirfte als innerhalb der Fehler- 
grenzen liegende, unspezifische Hermmmung anzusehen sein. 

Dagegen hat Ziegenblut, wie in den friiheren Versuchen, 3 AE. 
gebunden. 

Weiterhin aber bindet Ziegenblut, das mit einem UberschuB von 
Z-M-S vorbehandelt ist, in dem also die A-Receptoren verstopft sind, 
genau soviel AE. aus einem Miuseorgan-Kaninchenserum wie unbehan- 
deltes Ziegenblut. Die Vorbehandlung mit Z-M-S hat also die B-Recep- 
toren des Ziegenblutes unbeeinfluBt gelassen. 


Tabelle 1X. 
A. Bindung von Mausetumor-Kaninckenserum mit Ziegenblut. 
1,0 cem 5proz. Ziegenblut wird mit steigenden Mengen Miusetumor-Kanin- 
chenserums (Titer AE. = 0,00075) versetzt und gebunden wie oben. 
B. Verstopfung von Ziegenblut mit Ziegen-Meerschweinchenserum fiir 
Miiusetumor-Kaninchenserum. 


Zu 5 Roéhrehen mit je 1,0 cem 5proz. Ziegenblat je 0,015 com Ziegen-Meer- 
schweinchenserum, also je 10 AE., zugesetzt, nach 1 Scunde Bindung im Brut- 
schrank, abzentrifugiert und der Bodensatz mit 1,0cem KochsalzJésung auf- 
geschiittelt. Mit diesem vorbehandelten Blut wird dann ein dem vorigen analoger 
Bindungsversuch mit Mausetumor-Kaninchernserum angesetzt. 
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A. B. 
Natives Ziegenblut Mit Z-M-S vorbehandeltes Ziegenblut 

Zugesetzte Hamolyse Zugesetzte Himolyse 

Serummenge d. Abgusses Serummenge d. Abgusses 
045° */,,=30AB..... Ww 0,60 y/o =40 AE... . . = m—w 
0,00 #5 = 80 40. 8 a tm a sst 
[Mt hs Pes | eee ee fc he Sees re € 
A he . See  e c OSS Wee BG 4g. 1s ss c 
0847/,,=56, .... C OS aes 
0,90 1/,,=60, .... 


Durch die Vorbehandlung des Ziegenblutes mit Ziegen-Meerschwein- 
chenserum ist also keine deutliche Veranderung seines Bindungs- 
vermogens fiir Tumorserum eingetreten. 

DaB diese B-Receptoren des Miiuseorgan-Kaninchenserums | tat- 
sichlich dieselben sind wie diejenigen im Ziegenblut-Kaninchenserum 
(Z-K-S), zeigt ein weiterer Vergleichsversuch. Behandelt man Ziegenblut 
mit Z-K-S im UberschuB, so binden die Zellen nachher kein Z-M-S 
mehr; denn Z-K-S enthalt A und B. Behandelt man umgekehrt Ziegen- 
blut mit Z-M-S, so binden die Zellen nachher zwar weniger, aber immer 
noch reichlich Himolysine des Z-K-S. Das Z-M-S hat also im Gegensatz 
zum Z-K-S nur einen Teil der Receptoren verstopft, nimlich nur die 
A-Receptoren, wiihrend es die B-Receptoren freigelassen hat (siehe 
Tabelle X). 

Tabelle X. 

Bindung von Ziegen-Meerschweinchenserum und Ziegen-Kaninchen- 
serum mit Ziegenblut. Wechselweise Verstopfung von Ziegenblut mit 
Ziegen-Meerschweinchenserum und Ziegen-Kaninchenserum. 

Ziegen-Meerschweinchenserum (Titer AE. = 0,002 ccm), Ziegen-Kaninchen- 
serum (Titer AE. = 0,001 ccm). 

A. Bindungsversuch, 

Zunichst wird bestimmt, wieviel lésende Dosen 0,5ccm 5proz. Ziegenblut 

aus den beiden Seren bindet. Technik wie oben. 


I. Ziegen-Meerschweinchenserum II. Ziegen-Kaninchenserum 

Serummenge AbguBhimolyse Serummenge AbguBhimolyse 
O6 Yes == 3 AE... 50 ow OF Aa FIOAR:.. w 
OB Hie = 4h + a C3 4/,,=°08., .. 
10 tg 3 4 fe 0,9 *4je= 90, .. st—m 
0,12 4/45 =6 ,, c 1,0 4/4 = 100 ,, . . st—m 
0,14 35/5=7 5, c OSPR Aj Oi, .:5' 0 

ie yy ss 8 


0,5cem 5proz. Ziegenblut hat also aus dem Meerschweinchenserum 
4 AE., aus dem Kaninchenserum dagegen 100 AE. gebunden. 


B. 1. Verstopfung von Ziegenblut mit Ziegen-Kaninchenserum. 


Nun wurden 5,0 ccm 5 proz. Ziegenblut mit 1,5 ccm Ziegen-Kaninchenserum 
= 1500 AE. entsprechend den Vorversuchen im Volum 15,0 ccm 1 Stunde im 
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Brutschrank gehalten und zentrifugiert. (Auf 0,5cem Blut 150 AE.) 2,0 cem 
AbguB bereitet komplette Lésung von 0,5ccm 5proz. Blut. AbguB entfernt, 
Bodensatz mit 5,0 ccm Kochsalzlésung aufgeschiittelt. Mit je 0,5cem der so 
erhaltenen Erythrocytenaufschwemmung wurde nun ein zweiter Bindungsversuch 
mit Ziegen-Meerschweinchenserum analog A. gemacht mit folgendem Resultat: 


Serummenge Bienes 
d. Abgusses 
0,2. Yigg = LAER... ... . c 
a A) re ¢ 
Se ae c 


Auch nach Zusatz von 1 AE. Ziegen-Meerschweinchenserum zu 
den mit Ziegen-Kaninchenserum vorbehandelten Ziegenblutkérperchen 
lést der AbguB noch komplett. Die Receptoren der Erythrocyten sind 
also vollig verstopft. 

B. 2. Verstopfung von Ziegenblut mit Ziegen-Meerschweinchenserum. 

5,0 cem 5 proz. Ziegenblut werden mit 0,2 cem Ziegen-Meerschweinchenserum 
= 100 AE. im Volumen 15,0 cem, wie oben, behandelt. 1,0 ccm des Abgusses 
léste 0,5 cem 5proz. Ziegenblut komplett. Zu je 0,5ccem der also ,,gesittigten“ 
Blutkérperchensuspension werden steigende Mengen Ziegen - Kaninchenserum 
zugesetzt und nach der Bindung der AbguB, wie oben, gepriift mit folgendem 
Resultat : 


: Hamolyse 
Serummenge : 
d. Abgusses 
0,25 *fieg = 21/, AB... st 
0,5 4/199 5 » - - st—m 
0,75 "/190 ae c 
i tae WD gs. s c 
Oe et SB ey ¢ 


Nach der Behandlung mit Ziegen-Meerschweinchenserum hat das 
Bindungsvermégen des Ziegenbluts fiir Ziegen-Kaninchenserum be- 
deutend abgenommen, es werden aber noch mindestens 5 AE. gebunden. 
Das Ziegen-Meerschweinchenserum war also nicht imstande, alle Recep- 
toren des Ziegenbluts zu verstopfen. 

Sind nun dariiber hinaus die B-Receptoren von Maus- und Meer- 
schweinchenorganen identisch? Diese Frage muB zuerst einmal 
bejaht werden, denn wenn es nicht der Fall wire, so miiBte die Behand- 
lung von Meerschweinchen mit Mauseorganen zur Ziegenbluthamolysin- 
bildung fiihren, was jedoch, wie oben schon gesagt, nicht der Fall ist. 
Immerhin schlieBt der Versuch es nicht véllig aus, dab in Mause- bzw. 
Meerschweinchenorganen spezifische Ziegenblutreceptoren in so geringer 
Menge vorhanden sind, daB sie sich unseren Priifungen auch im Bindungs- 
versuch entziehen; da aber gewisse Unterschiede zwischen den Mause- 
und Meerschweinchen-Ziegenblutreceptoren bestehen, zeigten die friiher 
besprochenen Versuche. Nach diesen binden Meerschweinchenorgane 
aus Meerschweinchenorgan-Kaninchenserum mehr AE. als aus Mause- 
organ-Kaninchenserum. Umgekehrt binden Miiuseorgane und Mause- 
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organ-Kaninchen-Serum mehr als aus Meerschweinchenorgan- Kaninchen- 
serum. Es bestehen hier also zumindest Unterschiede in der Aviditit. 
Wir kénnen also von einer Receptor B-Maus und einem Receptor B- 
Meerschweinchen sprechen, ohne damit zu entscheiden, ob es sich hier 
um tatsichliche Artunterschiede handelt. Jedenfalls sind die beiden 
B-Receptoren auch im Ziegeriblut vorhanden. In derselben Weise kénnen 
irgendwelche Tierorgane untersucht werden, ohne weitere Aufschliisse, 
wie es z. B. fiir die Hundemilz durchgefiihrt wurde. 

Wiahrend also die Receptoren der verschiedenen Organzellen weit- 
gehende Verwandtschaft untereinander zeigen, tritt bei Versuchen mit 
Miuseerythrocyten eine véllig neue, nur den Miauseblutkérperchen 
eigentiimliche Receptorengruppe C hervor. Behandelt man ein Kanin- 
chen mit Mauseblut, so entstehen dabei Miusehimolysine. Das erhaltene 
Immunserum ist imstande, bei Komplementzusatz Mauseblutk6érperchen 
im Reagensglas aufzulésen. Auf Eigentiimlichkeiten, welche bei diesem 
Versuch zutage treten, soll erst spiter eingegangen werden. Dagegen 
wirkt das Hamolysin nicht auf Ziegenblutkérperchen. Der Mause- 
erythrocyt hat also keine Ziegenblutreceptoren und unterscheidet sich 
dadurch scharf von der Miuseorganzelle (siehe Tabelle X1). 


Tabelle XI. 


Immunisierung von Kaninchen mit Mauseblut. 


Schwarz-WeiB 43. 

25. Il. Zirka 2,5cem gewaschenes Mauseblut intraperitoneal. 

5. Il. Komplett lésende Dosis fiir Ziegenblut: 0,025. 

8. III. Zirka 3,5 ccm gewaschenes Mauseblut intraperitoneal. 

13. IIT. Hamolyse fiir Ziegenblut: 0,025 miabBig. 
4,0 ccm gewaschenes Mauseblut intraperitoneal. 

18. III. Entblutet. 

1. IV. Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5ccm 5proz. Ziegen- 
blut 0,025. 

17. IV. Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5 cem 5 proz. Ziegen- 
blut 0,25. 
Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5 ccm 5proz. Miuse- 
blut 0,3. 

16. V. Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5 cem 5 proz. Ziegenblut 
0,05. 
Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5 cem 5 proz. Mauseblut 
0,006. 

20. V. Serum vom 18. III. komplett lésende Dosis fiir 0,5 ccm 5 proz. Miause- 
blut 0,008. 


Andererseits besitzt, wie aus den friiheren Untersuchungen bekannt 
ist, die Mauseorganzelle keine Receptoren fiir Mauseblut, denn Immuni- 
sierung von Kaninchen mit Mauseorganen gibt niemals ein Mause- 
hamolysin. Der Mangel des Mauseblutes an Ziegenreceptoren ergibt 
sich weiterhin daraus, daB Mauseblut aus einem Z-K-S keine Ziegen- 
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himolysine zu binden vermag (siehe Tabelle XII), wahrend umgekehrt 
Ziegenblut aus dem Mauseblut-Kaninchenserum (Ms-Bl-K-S) keine 
Miusehimolysine herausnimmt (siehe Tabelle XIII). 


Tabelle X/I. 
Bindung von Mausenieren-Kaninchenserum mit Mauseblut und Ziegen- 
blut. 
1,2ccm eines Miausenieren-Kaninchenserums (= 200 AE.) werden mit je 
2,5cem 10 proz. Aufschwemmungen von Mause- und Ziegenblut eine Stunde im 
Brutschrank und bis zum anderen Tag im Eisschrank gehalten. Von dem Boden- 
satz wird die klare iiberstehende Fliissigkeit abpipettiert und gegen 0,5 ccm 5 proz. 


Ziegenblut eingestellt. } 
A. B. 
Mauseblut Ziegenblut 
0,5 1/, sy.) Se c Spchen 
0,5 Ny »=23,,AE.... c 0 
0.251/,=1/,AE.... ec 0 
Tabelle XIII. 1 
Bindung von Miuseblut-Kaninchenserum mit Miuseblut und Ziegen- 
blut. ) 
1,6ccm des Miause-Erythrocyten-Kaninchens = 200 AE. fiir Méauseblut 
werden mit je 2,5cem 10proz. Mauseblut- und Ziegenblutaufschwemmung eine 
Stunde im Brutschrank gehalten und bis zum folgenden Tag im Eisschrank ab- : j 
sitzen lassen. Die Abgiisse werden dann gegen 0,5 cem 5 proz. Mauseblut eingestellt i 
mit folgendem Ergebnis: i 
Mauseblut Ziegenblut ; 
LOY, = OAR. .:.. - 6 ¢ | 
O75), =298 ,.-..... fe ¢ 
0,5 4/, Me Gs. te st ce ' 
0,25'/, BO ga 4 ee m c 
1,0 "/19 a acer Ww c 
0,5'%4= 21/,AE..... sw C 
0,251/ 10 pe oe 0 c i 
Das Mauseblut hat also von den dargebotenen 200 AE. ca. 195 : 
gebunden = 98°. Dagegen zeigte Ziegenblut keine nachweisbare 
Bindung fiir das Mausehimolysin. i 
Der Receptor C ist also als ein den Mauseerythrocyten spezifischer 
anzusehen, der weder in den Miiuse- oder Meerschweinchenorganen noch 
im Ziegenblut vorkommt. 
Ob dariiber hinaus ein allen Mauseorganzellen, einschlieBlich der 
Erythrocyten, gemeinsamer Receptor x existiert, der entweder in den 
Ziegenblutkérperchen fehlt oder im Kaninchen vorhanden ist, entzieht 
sich unserer Kenntnis. 
In den obigen Versuchen zeigte sich der Receptorenapparat des 
Ziegenblutes als ein recht komplizierter. Es wird nun nétig sein, noch 
eine weitere Receptorengruppe der Ziegenblutkérperchen zu besprechen, 
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namlich diejenige, welche es mit dem Rinderblut gemeinsam hat. Durch 
Immunisierung mit Rinderblut und mit Ziegenblut erhalt man Rinder- 
hamolysine sowohl beim Kaninchen (Hhrlich und Morgenroth), wie beim 
Meerschweinchen [ Weil')]. Die beiden Blutarten haben also die Antigen- 
funktion, Rinderhiimolysine zu erzeugen, gemeinsam. Dementsprechend 
bindet denn auch Ziegenblut aus einem Z-BI-K-S oder Z-M-S nicht nur 
die Ziegenhimolysine, sondern auch die Rinderhiimolysine (siehe 
Tabelle XIV). 
Tabelle XIV. 

Bindung von Ziegen-Meerschweinchenserum mit Rinderblut. 

Steigende Mengen eines Ziegen-Meerschweinchenserums werden mit je 
0,5 cem 5 proz. Rinderblut (AE. dafiir = 0,05 ccm) im Volumen 1,5 cem eine Stunde 
im Brutschrank gehalten, zentrifugiert und der Abgu8 unter Zusatz von 0,05 cem 


Meerschweinchenserum gegen 0,5 ccm 5proz. Rinderblut gepriift mit folgendem 
Resultat: 


9 Hamolyse 
plenaraniae is dh fiir Rinderblut 
0,5 1/,, = 1 AE. fiir Rinderblut. .. . Ww 
10g 2 i ne hoe Sie m 
O64), 28 3 Se eae st—m 
i) ee ‘ ere st 
O56 715 sD sy 0s i 9 i eae c 


Rinderblut hat hier also erst von 5 dargebotenen AE. eine ungebunden 
gelassen. 

In einem zweiten Teil des Versuches wurden 1,5 ccm 5 proz. Rinderblut mit 
0,15 cem desselben Serums im Volumen 4,5 ccm eine Stunde im Brutschrank 
gehalten. Dann wurde zentrifugiert und der AbguB gegen 0,5 ccm 5 proz. Ziegenblut 
unter Zusatz von 0,05 ccm Meerschweinchenserum eingestellt. 


AbguBmenge Seodines 
0,3 1/,=14 AE. fiir Ziegenblut . c 
0,1 aE om 4}/, = ee oe Cc 
03 Yio= Via»  » , 7 yf 
os Oe ” . ¢ 


Das Rinderblut hat also die Ziegenhimolysine des Ziegen-Meer- 
schweinchenserums nicht gebunden. 

Ziegenblut und Rinderblut haben also eine Receptorengruppe 
gemeinsam, diese fehlt aber den Meerschweinchen-, Mause- usw. Organen, 
denn einmal enthalten, wie schon Forssman angab, die Meerschweinchen- 
organ-Kaninchensera keine Rinderhimolysine, und dasselbe gilt auch 
fiir die Mauseorgan- und die tibrigen Tierorgan-Ziegensera. Weiterhin 


1) Die entgegengesetzte Angabe Schiffs ist also zu korrigieren. Da die Meer- 
schweinchenorgane selbst keine Rinderblutreceptoren besitzen (Forssman), so 
ist auch kein Grund vorhanden, daB die Rinderreceptoren im Meerschweinchen 
nicht zur Wirkung kamen. 
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aber weist doch die Tatsache, da Meerschweinchen und Mause Rinder- 
himolysine bilden kénnen, daraufhin, daB sie selbst diese Receptoren 
nicht besitzen. Die dem Rinder- und Ziegenblut gemeinsame Recep- 
torengruppe ist also von der bisher beschriebenen verschieden und wird 
daher mit D bezeichnet. 

Weitere Aufspaltung dieser Gruppe D im Verstopfungsversuch 
gelang nicht, vielmehr erwiesen sich hier die Rinderhaimolysine von 
Z-K-S, Z-M-S und R-M-S (Rinderblut-Meerschweinchenserum) als 
identisch; denn Rinderblutkérperchen, welche mit Z-K-S oder R-M-S 
vorbehandelt waren, binden keine Rinderhimolysine aus Z-M-S mehr 
(siehe Tabelle XV u. XVI). 

Tabelle XV. 

Immunisierung von Meerschweinchen mit. Rinderblut. 

14. VII. 4 Meerschweinchen erhalten je 5,0 cem gewaschenes Rinderblut intra- 
peritoneal, 

16. VII. Ein Tier +. 

21. VIL 2 Tiere krank; alle 3 iiberlebenden Tiere werden entblutet, das Serum 
zusammengegossen und inaktiviert. AE. fiir 0.5 cem 5 proz. Rinderblut 
0,02 ccm. 

Durch einmalige Injektion von Rinderblut gelang es also, beim Meer- 
schweinchen Rinderhimolysine von etwa der Starke zu erzielen, wie 
die des Z-M-S und des Z-K-S. 

Das R-M-S léste Ziegenblut nicht. 


Tabelle XVI. 


Je 10,0 cem 5 proz. Rinderblut werden im Volumen 30,0 cem eine Stunde im 
Brutschrank digeriert mit 

a) 1,0cem Ziegen-Meerschweinchenserum = 50 AE. 

b) 2,5 ,, Ziegen-Kaninchenserum = 50 AE. 

c) 2,0 ,, Rinder-Meerschweinchenserum = 100 AE. 

Dann wird zentrifugiert. und der Bodensatz mit je 10,0 cem Kochsalzlésung auf- 
geschiittelt. 

Steigende Mengen von Ziegen-Meerschweinchenserum werden nun zugesetzt 
zu je 0,5cem von 1. 5proz. Rinderblut (a), 2. mit Ziegen-Kaninchenserum vor- 
behandeltem Rinderblut (b), 3. mit Rinder-Meerschweinchenserum vorbehandel- 
tem Rinderblut (c). Nach einer Stunde Brutschrank wird zentrifugiert, und der 
AbguB mit 0,5ccm 5proz. Rinderblut und 0,05ccm Meerschweinchenserum 
gepriift mit folgendem Resultat: 

Hiamolyse des Abgusses von 





a 2. 3. 
Zugesetzte Menge Rinderbl Rinderblut Rinderblut 
von Ziegen-Meer- inderblut  orbehandelt mit vorbehandelt mit Rin- 
schweinchenserum ated Ziegen-Kaninchen- der-Meerschweinchen- 

serum serum 

De "sn FA 8 Ww c c 
Oe v.22, «1.7. hw c c 
eee eg c c c 
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Natives Rinderblut bindet also 2 AE. aus dem Z-M-S, eine Zahl, 
die etwa dem entspricht, was wir auch fiir die Rinderamboceptoren 
des Z-K-S fanden. 

Das mit Z-K-S und R-M-S vorbehandelte Rinderblut hat dagegen 
aus dem Z-M-S keine Rinderhimolysine mehr gebunden: Beide Sera 
miissen also Amboceptoren enthalten, welche denen des Z-M-S gleichen. 

Der umgekehrte Versuch, nimlich eine vergleichende Verbindung des 
Z-K-S an mit Z-M-S und R-M-S vorbehandelte Rindererythrocyten 
konnte nicht einwandfrei durchgefiihrt werden, weil die Abgiisse eine 
antikomplementare Wirkung zeigten. Nach Zusatz der doppelten Menge 
von Meerschweinchenserum lésten jedoch auch hier alle Abgiisse kom- 
plett, wihrend natives Rinderblut in Ubereinstimmung mit dem vorn 
geschilderten Versuch 3 AE. des Z-K-S band. 

Wegen derselben antikomplementiiren Wirkung der Abgiisse, die 
ja auch ziemlich grobe Serummengen enthielten, konnte die Bindungs- 
gréBe des R-M-S nicht festgestellt werden. Doch scheint es, daB sie 
um ca. 10 AE. herum liegt. 

Dagegen gelang es, Rinderblut mit R-M-S fiir Z-M-S und Z-K-S 
vollig zu verstopfen. Mit den obenerwihnten Aufschwemmungen 
vorbehandelter Erythrocyten wurden Bindungsversuche mit R-M-S 
angestellt, bei denen die Abgiisse mit 1—5 AE. komplett lésten. Die 
gréBere Serummengen enthaltenden Abgiisse jedoch hemmten unregel- 
miBig. Immerhin ergab der Versuch, daB nach der Behandlung mit 
R-M-S sowohl die Rinderamboceptoren des Z-M-S wie die des Z-K-S 
nicht mehr gebunden wurden, daB also das R-M-S diesen, in beiden 
Seren identischen, Antikérper ebenfalls enthilt. 

Es gelang also der Nachweis eines gemeinsamen rinderhimolytischen 
Amboceptors im Z-K-S, Z-M-S und R-M-S, der gleichzeitig der einzige 
derartige des Z-M-S und Z-K-S ist. 

Es wire nun anzunehmen, da im Rinderblut dariiber hinaus 
noch eine weitere im Ziegenblut nicht vorhandene Receptorengruppe 
vorkommt. Da diese Frage fiir die Analyse der Ziegenblutreceptoren 
belanglos war, blieb sié unentschieden. 

Uberblickt man die Versuchserge bnisse, so fillt vor allem der Recep- 
torenreichtum des Ziegenblutkérperchens auf. Dieses besitzt eine ganze 
Reihe verschiedener Receptoren, welche sich streng voneinander scheiden 
lassen. Gemeinsam ist ihnen allen, daB sie mit dem entsprechenden 
Amboceptor beladen, die Hiimolyse der Zellen vermitteln (A, B, D). 
Kine Reihe von Organzellen verschiedener Tiere besitzen ebenfalls 
derartige Receptoren, jedoch ausschlieBlich von der Art der Gruppe B. 
Immunisiert man nun Kaninchen mit Ziegenblut oder mit den Organ- 
zellen der Meerschweinchen usw., so erhalt man dadurch Hamo- 
lysine, die ausschlieBlich durch die zur Immunisierung benutzten 
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Receptoren gebunden werden. Die Bildung dieser Amboceptoren im 
Tier ist jedoch nicht nur von der Wahl des immunisierenden Antigens 
abhingig, sondern auch von der Wahl der zur Immunisierung benutzten 
Tierart. Hat eine Spezies in ihren Organzellen eine Receptorengruppe, 
welche mit einer solechen des Antigens gleichartig ist, so wird sie gegen 
diese Receptorengruppe keine Antikérper bilden kénnen; z. B. ist B 
bei Meerschweinchen unwirksam, da Meerschweinchenorgane selbst B 
enthalten. Hieraus ergibt sich ohne weiteres, da Immunsera, die zwar 
mit demselben Antigen, jedoch bei verschiedenen Tierarten gewonnen sind, 
verschiedene Antikérper enthalten kinnen. So besitzt Z-K-S Antikérper 
gegen Receptor A, B und D, Z-M-S nur gegen A. Die Wahl des Serum- 
spenders ist also fiir die Art des erhaltenen Immunserums von ausschlag- 
gebender Bedeutung. 

Nun erklaren sich auch die Unterschiede in der Aviditat, welche die 
von verschiedenen Tieren mit demselben Antigen erhaltenen Immunsera 
spiter diesem Antigen gegeniiber zeigen. Die auffallende Tatsache, 
daB Ziegenblutkérperchen aus dem Z-M-S nur wenige AE., aus dem 
gleichstarken Z-K-S jedoch ein Vielfaches davon zu binden imstande 
sind, findet so seine Deutung. Es konnte gezeigt werden, daf im 
Kaninchen die 3 Receptorengruppen A, B und D des Ziegenbluts zur 
Bildung von Ziegenbluthimolysinen fiihren. Im Meerschweinchen 
dagegen erzeugt nur die Gruppe A ziegenhimolytische Antikorper. 
Bringt man nun im vergleichenden Bindungsversuch Ziegenblut mit 
den beiden Immunseren zusammen, so kénnen sich in dem Z-M-S nur 
die A-Receptoren beladen, da es ja nur A-Antikérper enthalt ; und wenn 
alle A-Receptoren verstopft sind, so ist die Bindungskraft des Ziegenbluts 
anscheinend erschépft. In einem Z-K-S dagegen finden nicht nur die 
A-Receptoren, sondern auch noch B- und D-Receptoren Gelegenheit. 
sich mit Hiimolysin zu beladen. Aus einem ziegenhiimolytischen Kanin- 
chenserum wird also Ziegenblut mehr lésende Dosen binden kénnen, 
als aus einem gleichstarken Meerschweinchenserum. Das Kaninchen- 
serum ist avider als das Meerschweinchenserum. Es ist bekannt, dab 
eine Antigenmenge aus einem hochwertigen Immunserum mehr Ein- 
heiten binden kann, als aus einem niederwertigen. Schaltet man derartige 
Faktoren, welche fiir die Aviditiiten auch ihrerseits bestimmend sind, 
aus, so wird man sagen kénnen, daB die Aviditat eines Immunserums 
um so gréBer ist, je mehr verschiedenartige Receptoren des Antigens 
im Kérper des Serumspenders zur Antikérperbildung gelangen. Die 
Aviditat ist also wmgekehrt proportional der Grépe der Receptorengemein- 
schaft zwischen Antigen und Serumspender. 

Weil hat aus der zuerst unerkliirlich scheinenden 'Tatsache der ver- 
schiedenen Aviditit von Z-M-S und Z-K-S auf die Unbrauchbarkeit 
des Bindungsversuches geschlossen. Dieser SchluB ware jedoch nur dann 
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gerechtfertigt, wenn die zugrunde liegende Voraussetzung, namlich die 
Identitaét der im Kaninchen und Meerschweinchen tatsiachlich zur Wir- 
kung kommenden Ziegenblutreceptoren zutraife und damit die Ergeb- 
nisse des Bindungsversuchs zu offenbaren Widerspriichen fihrten. 

Aus den vorhergehenden Versuchen diirfte sich jedoch ergeben, 
dav das Verhalten der Kaninchen- und Meerschweinchenitomunsera 
im Bindungsversuch gut mit den Anschauungen tiber die Partialrecep- 
toren, wie es auch die Immunisierungs-, Bindungs- und Verstopfungs- 
versuche zeigen, tibereinst'mmt. Unter Ablehnung der Schliisse Weils 
gelangt man also zu der Anschauung, dab die Aviditiit eines !mmun- 
serums abhingig ist von Partialreceptorendifferenzen zwischen Antigen 
und Serumspender. 

Zusammenfassung. 

l. Ziegenblut besitzt eine Receptorengruppe, welche in den Organ- 
zellen von Meerschweinchen, Maus usw. nicht vorkommt = Receptor A. 

2. Ziegenblut besitzt eine Receptorengruppe, welche in den erwilinten 
Organzellen vorhanden ist = Receptor B. 

3. Miauseerythrocyten besitzen die B-Receptoren nicht, sondern 
nur die in Ziegenblut und den Organen von Meerschweinchen, Maus usw. 
nicht vorhandenen Receptoren C. 

4. Ziegenblut besitzt eine Receptorengruppe D, welche in den Organ- 
zellen der verschiedenen Tierarten und im Mauseblut nicht vorkommt, 
dagegen in den roten Blutkérperchen des Rindes vorhanden ist. 

5. Hiamolytische Immunsera, welche mit demselben Antigen bei 
verschiedenen Tierarten gewonnen wurden, erscheinen verschieden avid, 
d. h. dieselbe Antigenmenge bindet aus ihnen verschiedene Mengen 
von AE. 

6. Hamolytische Sera sind unter sonst gleichen Bedingungen (z. B. 
gleicher Titer) um so avider, je geringer die Receptorendifferenz zwischen 
dem Antigen und dem Serumspender ist. 

Die Aviditat eines hiamolytischen Serums ist abhaingig von den anti- 
genen Eigenschaften der Organzellen des Serumspenders. Enthalten 
die Kérperzellen des Serumspenders eine gréBere Anzahl von partiellen 
Receptoren, welche auch in den als Antigen benutzten roten Blut- 
kérperchen vorhanden sind, so erhalt man ein hamolytisches Serum 
von geringerer Aviditaét. Umgekehrt bildet ein Tierkérper dann sehr 
avide hamolytische Immunsera, wenn er keine oder nur wenig partielle 
Receptorengruppen mit dem immunisierenden Antigen gemeinsam hat. 
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IIT. Mitteilung. 
Uber intravitale Bindung von Zellantikérpern. 


Von 
J. Morgenroth und R. Bieling. 


(Eingegangen am 2. Mai 1922.) 


Unregelmabigkeiten, welche sich bei der Priifung der Wertigkeit 
von Mausebluthimolysinen im Reagensglas ergaben, fiihrten dazu, 
eine Priifung und Wertbestimmung im Tierkérper zu versuchen. Injiziert 
man einem Kaninchen, welches mit Rinder- oder Hundeblut vorbehandelt 
ist, wiederum die verschiedenen Erythrocyten, so tritt intravitale 
Himolyse und Himoglobinurie auf [ Rehns*), Sachs*)|. Genau wie im 
tagensglas bindet also das injizierte Antigen den im vorbehandelten 
Kérper vorhandenen Amboceptor und dieser Komplex wird durch das 
Komplement des Serums komplettiert. Umgekehrt tritt intravitale 
Hamolyse und Hamoglobinurie mit Ikterus beim Meerschweinchen ein, 
welchem man das Serum von Kaninchen injiziert, die mit Meerschwein- 
chenerythrocyten vorbehandelt wurden [Savtschenko*), Gruber®)]. Die 
auffallige Angabe von Savischenko, daB nur aktives Serum diese intra- 
vitale Himolyse hervorrufe, entspricht nicht dem starken Gehalt an 
fertigem Komplement im Meerschweinchenserum. Gruber hat dann 
auch dieselben Resultate unter Verwendung von inaktivem Serum er- 
halten. In diesem Zusammenhang erscheinen nun Untersuchungen an 
der Maus von besonderem Interesse, denn das Scrum der Maus enthalt 
im Gegensatz zu dem des Kaninchens und Meerschweinchens kein voll- 
stindiges Komplement, sondern nur Mittelstiick, wihrend Endstiick 
fehlt | Ritz®)]. Mit Mauseserum gelingt also die Aktivierung eines Antigen- 
Amboceptorgemisches im Reagensglas nicht und zwar, wie hinzugefiigt 
werden soll, auch dann nicht, wenn man zur Komplementpriifung 
Miuseblutkérperchen und inaktives Ms-BI-K-S waihlt. Es mubte daher 





1) I. u. ID. Mitt. s. diese Zeitschr. 68, 85, 1915 und 131, 1922. Die Versuche 
wurden im Jahre 1913 in der Bakteriologischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts der Universitit Berlin ausgefiihrt. 

2) Cpt. rend. soc. de biol. 332. 1901. 

3) Kolle und Wassermann, 2. Aufl., Bd. 2, S. 865. 

4) Ann. Inst. Pasteur 16, 106. 1902. 

5) Miinch. med. Wochenschr. 1901, Nr. 48 u. 49. 

8) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 9, 321. 1911. 
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erwartet werden, da} auch im Organismus der Maus die Komplettierung 
eines Antigen-Amboceptorgemisches nicht oder doch in wesentlich 
anderer Weise erfolge, als bei den Tieren mit fertigem Komplement im 
stromenden Blut. 

In einer aus Morgenroths und Minkowskis Laboratorium hervor- 
gegangenen Arbeit machte F. Rosenthal‘) auf die wichtige Divergenz 
der trypanolytischen resp. hamolytischen Wirkung des Miuseblutes in 
vitro und in vivo aufmerksam. Intravenés injicierte Trypanosomen 
unterliegen bei Mausen, die 24 Stunden vorher durch Bruchweinstein 
von einer Trypanosomeninfektion geheilt worden waren, einer rapiden 
Trypanalyse in der Circulation. Ebenso werden Taubenblutkérperchen 
bei intravenéser Injektion in entsprechend vorbehandelte Mause auBer- 
ordentlich schnell aufgelést, wihrend das Serum in vitro keinerlei hamo- 
lytische Wirkung ausiibt. Rosenthal schlieBt daraus, daB in vivo Com- 
plement bei Mausen vorhanden sein muB und daB vielleicht beim Ent- 
bluten ,,anticomplementive Prozesse“‘ im Serum auftreten. 

Die folgenden Versuche zeigen, dai auch bei der Maus mit Regel- 
miBigkeit und sogar noch viel rascher als beim Meerschweinchen intra- 
vitale Himolyse eintritt, wenn man den Tieren inaktives Mausehimo- 
lysin injiziert. 

Tabelle I. 
Injektion von Mauseblut-Kaninchen-Serum bei der weifen Maus. 
A. 6. TIT. 

7 weiBe Mause werden mit fallenden Dosen (1,0—0,05 ccm) inaktivierten 
Serums eines normalen Kaninchens intraperitoneal gespritzt. Am folgenden Tag 
sind die Tiere, welche 1,0—0,8 und 0,6 cem Serum erhielten, krank, erholen sich 
aber sehr bald wieder. 0,05—0,4 ccm normales Kaninchenserum wird reaktions- 
los vertragen; Dosen bis zu 1,0 ecm rufen nur voriibergehende Schadigungen hervor. 

B. 31. IIL. 

6 Mause werden mit fallenden Dosen Mauseblut-Kaninchen-Serum intra- 

peritoneal gespritzt. 


Maus Gew. Serummenge — Befund an den folgenden Tagen 
Bop 10h... . » We 1,0 1. IV. Deutliche ikterische Verfiirbung der 
Nacken rot. ... 14g 0,8 Ohren. 

Riicken rot. ... 14g | 0,6 =f, Sektion: Starke Hamoglobinurie, dunkel- 


braune Kriimel im Harn. 

Milz vergréBert und tief dunkelrot, fast 
schwarz. 

SteiB rot... . .13%/¢ 0,4 1.1V. Lebt, starke Hamoglobinurie. 

2.1V. Hamoglobinurie wie am Vortag, 
wenig geformte Bestandteile. 

3. IV. Nur mikroskopisch noch Blutkérper- 
chenzylinder. Albumen + bis zum 9. IV. 

Gleichzeitig wird das vorher ruhig dasitzende 
Tier wieder munter. 


1) Zeitschr.f. Hyg. 74, 489. 1913. 
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Maus Gew. Serummenge  Befund an den folgenden Tagen 
Schwanz rot... lg 0,2 1.1V. Lebt. MaBige Hamoglobinurie. 


2. 1V. Hiamoglobinurie unverandert.  Al- 
bumen ‘ 
3. 1V. Hamoglobin und Albumen 
Bauch rot‘... . 13g 0,1 1. 1V. Lebt. Kein Hamoglobin und EiweiB 
im Urin. 

Dosen von 0,6—1,0 cem Serum wirken demnach tédlich fiir 14g Maus. Die 
Tiere zeigen Ausscheidung von Blutzcrfallsprodukten durch den Harn und haimo- 
lytischen Ikterus. Dosen von 0,4—0,2 cem bewirken ebenfalls eine, wenn auch 
etwas schwiachere Haimoglobinurie. Dagegen ist 0,1 cem unwirksam. 

Spritzt man also cine Maus mit einer geeigneten Menge eines Immun- 
serums, welches durch Behandlung von Kaninchen mit gewaschenen 
Miuseblutkérperchen erhalten wurde, so tritt bei der Maus innerhalb 
24 Stunden cin starker Zerfall der Erythrocyten auf, die Himoglobinaimie 
wird zur Hiimoglobinurie und zum himolytischen Ikterus. Grobe Dosen 
des Serums téten dabei die Maus. Mittlere Dosen rufen nur eine voriiber- 
gehende mehrtiigige Ausscheidung von Blutfarbstoff hervor, von der 
sich die Tiere wieder erholen. Noch kleinere Dosen machen keine 
erkennbaren Symptome mehr. ‘Obwohl also in dem Serum der Maus 
das zur Komplementwirkung notwendige Endstiick fehlt, kommt den- 
noch im Tierkérper selbst die Hamolyse zustande. Daraus ergibt sich, 
daB der Komplementgehalt des Serums allein nicht ausschlaggebend 
sein kann fiir das Zustandekommen der Amboceptoraktivierung und 
daB die Maus in ihren Organen geniigende Mengen wirksamen Kom- 
plements besitzt. Hierauf wies auch schon die Tatsache hin, daB Mause 
anaphylaktisch gemacht werden kénnen (Ritz, v. Sarnowski). Freilich 
wird man annehmen miissen, da dieses Endstiick im Gegensatz zu 
den tibrigen Tierarten nicht frei im Scrum kreist, sondern in den Organen 
festsitzt oder aber nur bei Bedarf produziert wird. 

Auffallend war nun weiter, daB die Starke der Wirkung der einzelnen 
Sera unabhingig war von dem himolytischen Titer im Reagensglas, 
wie dies die folgende Zusammenstellung zeigt (Tabelle I). 


Tabelle IT. 


Serum Nr. Priifung im Reagenzglas Maus i. p. 
20 vom 6. III. 6. III. k-ine komplette Hamo- 1,0 Hamoglobinurie 
lyse, starke Agglutination 0,8 keine Hamoglobinurie 
43 vom 18. III. 1. IV. 0,3 ¢ 31. III. 0,2 Hamo- 
16. V. 0,006 ¢ globinuric 
20. V. 0,008 ¢ 0,1 k ine Himoglobinurie 
30 vom 13. IIT. 13. IL. keine komplette Hamo- 0,5 Hamoglobinurie 
lyse, starke Agglutination 0,25 keine Hamoglobinurie 


Dieser mangelnde Parallelismus zwischen Wirkung in vivo und in 
vitro diirfte in allererster Linie damit zu erklaren sein, daB die Sera im 
Reagensglas eine schr starke himaglutinierende Wirkung ausiiben, 
welche den Eintritt der Hiimolyse verhindert. Da® auberdem das Serum 
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hemmende Korper enthalt, ergibt sich wohl mit Deutlichkeit aus dem 
Befund mit Serum 43 (siehe Tabelle II). Die kleinste Dosis dieses Serums, 
welche 0,5ccem 5proz. Miuseblut vollig auflést, war 2 Wochen nach 
der Entnahme des Serums 0,3ccm. Nach weiterem Ablagern durch 
11/, Monate jedoch liste dasselbe Serum noch in der Menge 0,006 ccm 
komplett, und eine Wiederholung des Versuches 4 Tage spiiter ergab 
ungefihr denselben Wert. Es mu also angenommen werden, dab die 
im Reagensglas hemmenden Korper frischer Sera beim Lagern ab- 
nehmen, so daB die Wirkung in vitro dann ohne Hemmung nachgewiesen 
werden kann. Da sie jedoch im lebenden Organismus von Anfang an 
das Zustandekommen der Himolyse nicht verhindern kénnen, so wird 
man mit einem frischen Serum im Tierversuch eine starkere Wirkung 
cerzielen miissen als es der Reagensglaspriifung entspricht. 

Diese Befunde sind noch von Bedeutung fiir die Erklirung 
der von Kudicke!) mitgeteilten Beobachtungen tiber Hamoglobinurie 
bei Mausen, welche mit dem Serum einer mit trypanosomenhaltigen 
Mauseblut immunisierten Ziege behandelt worden waren. Der mangelnde 
Parallelismus zwischen der Starke der kimolytischen Wirkung in vitro 
und in vivo einerseits, sowie die Beobachtung, daB beim Ablagern der 
Sera die hamolytische Wirkung im Tier sich nicht gleichsinnig mit 
derjenigen im Reagensglas abschwicht, veranlaBten Kudicke dazu, 
Beziehungen zwischen der intravitalen Haimolysewirkung und der 
Trypanocidie seiner Sera als méglich zu diskutieren?). Die obigen Be- 
funde weisen jedoch daraufhin, daB diese Unstimmigkeiten durch das 
Vorhandensein von Hemmungskérpern im frischen Serum erklart 
werden kénnen. Auch scheint es nicht ausgeschlossen, daB das Immun- 
serum von Ziegen, welche mit Mauseblut ohne Trypanosomen behandelt 
wurden, dieselbe haimolytische Wirkung hat, wie die trypanociden 
Sera: Kontrollversuche, tiber die Kudicke nicht berichtet. 

Unberiihrt von diesen Einwanden bleibt der bemerkenswerte Hin- 
weis auf die Bedeutung der Trypanosomeninfektion der Maus fiir das 
Zustandekommen der intravitalen Serumhimolyse. 

Die Annahme, daB ein Teil der Mausehimolysine sich deshalb dem 
Nachweis in vitro entziche, weil sie dem Donath-Landsteinerschen Typ 
angehéren, muBte fallengelassen werden, denn wenn man die Mause 
nach der Injektion von Miusehiimolysin 2 Minuten bis auf den Kopf 
in Wasser von 5—6° taucht, so gelingt es nicht mit kleineren Dosen als 
gewohnlich eine Blutfarbstoffausscheidung durch den Harn zu erzielen. 

Die vorliegenden Hamolyseversuche hatten gezeigt, daB es bei der 
Maus gelingt, die Amboceptoren eines inaktiven Serums im Ko6rper an 
die lebende Gewebszelle zu fixieren und dadurch in elektiver Weise 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. usw. 61, 113. 1911. 
2) Vgl. Bieling und Isaac, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 25, 8—14. 1921. 
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mit Hilfe des Komplements des behandelten Tieres eine intravitale 
Zerstérung der betreffenden Kérperzellen vorzunehmen. 

Da nun in den Mausenieren und Mausetumoren Antiseren-Antikérper 
von exakt mefbarer Menge vorliegen, war es naheliegend, auch hier 
entsprechende Versuche zu machen. Diese hatten jedoch von vornherein 
mit ungiinstigen Bedingungen zu rechnen, da die betreffenden Organ- 
zellen-Antisera auf die Gesamtheit der Kérperzellen wirkten, wenn 
auch auf die zur Immunisierung benutzte Zellart besonders stark und 
mit besonderer Aviditiit (s. I. Mitt.). 

Dies hatte zur Folge, daB die mit Organantiserum intravenés ge- 
spritzten Tiere unter allgemeinen Vergiftungssymptomen starben, im 
Gegensatz zu den Angaben von Doerr und Pick, genau so wie Meer- 
schweinchen, welche mit Meerschweinchenorgan- oder Pferdeorganserum 
behandelt wurden. Die Giftwirkung der Sera ist in diesen Versuchen 
‘ recht verschieden und geht mit der Hamolysewirkung in vitro nicht 
immer deutlich parallel. Einzelne Sera wurden selbst in der Menge 
von 1,0 ccm intraperitoneal von der Maus glatt vertragen. Durchgingig 
giftiger waren die Tumorsera. Das Serum (11) (1 AE. = 0,002 cem) 
tétet noch in Menge von 0,1 ccm intravenés eine weiBe Maus von 19 g 
in wenigen Minuten. Im Hinblick auf diese allgemeine Giftwirkung 
der Organzellen-Antisera mu auch die Bedeutung gelegentlicher 
EiweiBbefunde im Urin von Miausen, welche mit Ms-N-K-S behandelt 
wurden, dahingestellt bleiben. Niemals aber konnte durch ein Organ- 
antiserum auch nur eine geringe intravitale Himolyse hervorgerufen 
werden, ein weiterer Beweis fiir die absolute Receptorendifferenz von 
Organzellen und Erythrocyten. 

Dagegen konnte die Bindung des Tumorserums durch das Mause- 
carcinom in der krebskranken Maus ebenso demonstriert werden, wie 
friiher durch Bindung und Uberspringsversuch im Reagensglas. 

Zu diesem Zwecke wurde ein Tumorserum benutzt, dessen kleinste 
tédliche Dosis bei intravenéser Injektion 0,1 ccm betrug. Dieses Serum 
wirkte bei Tumormiusen weit langsamer und milder (siehe Tabelle III). 


Tabelle III. 
Behandlung von Tumormiiusen mit Serum der Tumorkaninchen. 


I. Serum: Tumortier 29. 
A. 2 Miause mit kirschgroBen Tumoren erhalten 0,5 ccm intraperitoneal. 
(Dosis letalis minima intravenés 0,1] cem/19 g; 1 AE. = 0,002.) 
Tier 1 ¢ am folgenden Tag. 
Tier 2 f am 3. Tag. Sektion: Dicke Gerinnsel im Pleuralraum. 
Milz stark vergréBert und dunkelrot. Nieren groB und blaB. 
Tumor makroskopisch total nekrotisch. 
B. 3 Mause mit kirschgroBen Tumoren erhalten 0,5 ccm intravendés. 
Tier 1 ¢ nach 10 Minuten. 
Tier 2 ¢ am folgenden Tag. 
Tier 3 ¢ am folgenden Tag. 
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II. Serum: Tumortier 29. 

Maus 1 mit groBem Tumor. 0,1 ccm intravenés: Keine Erscheinungen. 

Dasselbe Tier erhalt dann noch am 3. Tag 0,1 ccm intraperitoneal, am 7. Tag 
0,2 ccm intraperitoneal. 

Stirbt am 11. Tag mit stark blutig ulceriertem Tumor an Paratyphus. 

Maus 2 mit kleinem Tumor. 0,1 ccm intravenés: Keine Wirkung. 

Am 3. Tag 0,1 ccm intraperitoneal, + am folgenden Tag an Paratyphus. 

Von 2 intraperitoneal mit 5 tédlichen Dosen behandelten Tieren 
starb das eine bis zum niachsten Tag, genau wie ein Normaltier, das 
andere jedoch tiberlebte die Injektion 3 Tage. 

Nach der intravenésen Applikation ist, wie wir schon friiher sahen, 
die Wirkung eine promptere. Aber nur eines der 3 mit 5 tédlichen 
Dosen gespritzten Tiere starb innerhalb von 10 Minuten, wihrend die 
beiden anderen Tiere erst am naichsten Morgen tot waren, also mehrere 
Stunden gelebt haben. Die einfach tédliche Dosis jedoch wurde von 
2 weiteren Tumortieren, selbst nach Wicderholung, mehrere Tage 
tiberlebt. Es ergibt sich hieraus, daB bei Tumormiiusen die toxische 
Wirkung des Tumorserums hinausgezégert ist. 

Man wird annehmen miissen, da das Serum infolge seiner groben 
Aviditat zu dem Tumorgewebe von diesem zum groben Teile abgefangen 
wird, und dadurch die akute allgemeine Vergiftung des Organismus 
verhindert oder verlangsamt wird. 

Es lag nahe, derartige Ergebnisse als Grundlage zu Heilversuchen 
bei Tumormausen zu benutzen, da die Méglichkeit bestand, daB der 
an die Tumorzelle gebundene Antikérper in ihnlicher Weise wie die 
Hiimolysine wirken kénnte. Ein exakter Beweis dafiir, daB dies tat- 
sichlich der Fall ist, konnte jedoch durch die betreffenden Versuche 
nicht erbracht werden. Denn wenn es auch mehrfach gelang, durch 
intravendse Injektionen von Ms-T-K-S den Tumor zum nekrotischen 
Zerfall zu bringen, so sind die Versuche doch keineswegs zahlreich 
genug, um ein sicheres Urteil dariiber zu gewinnen, ob die Bindung der 
Antikérper den schon normalerweise einsetzenden Zerfall der Geschwulst- 
massen zu beschleunigen vermag. 


Zusammenfassung. 

1. Injektion von inaktivem Serum von Kaninchen, welche mit 
Mauseblutkérperchen vorbehandelt wurden, fiihrt bei der Maus zur 
intravitalen Hamolyse mit Hamoglobinurie und himolytischem Ikterus. 
Diese Erscheinung tritt auf, obwohl im Serum der Maus das Komplement- 
endstiick fehlt. 

2. Tédliche Dosen von Miausetumor-Kaninchen-Serum wirken bei 
Carcinommiusen verz6gert oder iiberhaupt nicht tédlich. Die ein- 
gespritzten Krebsantikérper werden durch die Krebszellen des Korpers 
abgelenkt. 














Untersuchungen tber die Saiurehaimolyse und ihre Beein- 
flussung durch Caleium. 


Von 
Adolf Jariseh 
(nach Versuchen mit cand. med. Edgar Tonello). 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 3. Mai 1922.) 


Seit den Versuchen von Loeb an Funduluseiern ist bekannt, daB 1 
Calcium gegeniiber Saiure antagonistisch wirkt. Davon ausgehend haben 
wir den EinfluB des Ca auf die Siurehimolyse untersucht und dabei 
eine auffallende Erscheinung beobachtet, die uns einer niheren Analyse 
wert erschien. , 


Siiurehiimolyse in CaCl,-Lésung. 

Es wurden Rinderblutkérperchen in 0,9 proz. NaCl serumfrei ge- 
waschen und dann in durch Gefrierpunktsbestimmung blutisotonisch 
gemachter CaCl,-Lésung aufgeschwemmt und mit steigenden HCl- ' 
Mengen versetzt. 





6%/ Blutk. in i eoroge | y 
isot. CaCl, 4,9 | 4,73 | 4,83 | 4,79 | 4,72 | 464 | 4,54 | 4,4 | 4,23 4 ; 
2/,9HClinisot.CaCl, 0,1 | 0,13 017 0,21 | 028 | 036 , 046 06 0,77 1 
- (Uberstehende f 
N] Lisung .. ._ farblos farblos farblos ritlich rot |farblosifarblos gelbl. — oliv oliv 

-{\Sediment ... rot rot rot rot — |braun*) braun*)braun*) 

=|somit Farbstoff- | 

=\ austritt (Lisung) ao + [+44 - t t+++4+4+4 


T ee ee T H 
’ 


*) Die Sedimentierung ist hier nicht vollkommen, die Blutkérperchen schweben 
noch zum Teil bis zur halben Héhe der Roéhrchen. 


Es ergab sich somit eine unregelmaiBige Reihe folgender Art: Bei 
gleichbleibendem Ca-Gehalte und steigender Siuremenge erfolgt zunichst 
Hamoglobinaustritt wie bei der gewéhnlichen Saurehimolyse in NaCl, 
dann folgt eine Zone, in der der Farbstoffaustritt unterblieben ist und 
sich die Blutkérperchen wieder aus farbloser Lésung absetzen. - Bei 
diesen Siurekonzentrationen hat sich das Himoglobin in Saur¢ hiimatin 
verwandelt und deshalb sind die sedimentierten Blutkérperchen braun. 
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Die letzten Réhrchen sind wieder klar gelést, die Farbe ist zwischen 
braun und olivgriin. 

Gegeniiber der Saurehimolyse in NaCl zeigt sich, von dieser Er- 
scheinung abgesehen ein Unterschied noch darin, daB die erstmalige 
Lésung im Ca erst bei etwas hdherer Siurekonzentration erfolgt, also 
eine geringe Hemmung der Saéurehimolyse besteht und ferner darin, 
daB die im NaCl bei héheren Sauremengen regelmaBig eintretende 
Flockung brauner Substanzen unterbleibt. Dagegen erfolgt der Farben- 
umschlag durch Bildung des Siurehimatins im Ca und Na bei gleicher 
Saiuremenge, also gleichgiiltig ob das Himoglobin ausgetreten war 
oder nicht. 

Mit Essigsiiture wurde das gleiche Resultat erzielt wie mit HCl. 

Um die Abhingigkeit der beobachteten Erscheinung von der H-Ionen 
konzentration der Lésung festzustellen wurden Versuche mit Regula- 
toren und zwar zunichst mit Essigsiure-Acetatmischungen angestellt 
und es lieBen sich nun die einzelnen Zonen der unregelmaBigen Reihe 
den versschiedenen py wie folgt zuordnen la’): 


fu 4,7 ....... erste Lésung, 
Pu 4,4—3,5 ... . . Hemmungszone 
Mn 32 ......~. Zweite Lésung. 


Die zum Auftreten der Hemmungszone fiihrende Veriinderung der 
Blutkérperchen ist somit eine Funktion der H-lonenkonzentration. 

Die Erscheinung tritt nicht allein in reiner CaCl,-Lésung auf, sondern 
auch in Ca-haltiger NaCl-Lésung und ist selbst noch bei einem Ca-Gehalte 
von 0,02°% deutlich. Mit abnehmender Ca-Menge kommt die erwihnte 
Flockung brauner Substanzen bei héherer Saiurekonzentration wieder 
zum Vorschein und von 0,1°% abwarts wird die Hemmung weniger 
vollkommen und es firbt sich die iiberstehende Fliissigkeit in der 
Hemmungszone gelblich. Ferner wird die erste Lésungszone breiter, 
die Hemmungszone dagegen schmialer ohne aber ihre Lage zu andern. 

Das Auftreten der Hemmungszone ist also weitgehend von der Ca- 
Menge unabhangig. 

Versuche mit den Blutkérperchen der Hemmungszone. 

Es wurde das Verhalten der ungelést gebliebenen Blutkérperchen 
der Hemmungszone gegeniiber verschiedenen Hamolyticis gepriift mit 
dem Ergebnis, daB Auflésung nicht eintrat. 

Die Blutkérperchen konnten mit 1 proz. Saponinlésung sowie 45 proz. 
Alkohol behandelt werden ohne sich zu verandern. Verdiinnen mit 
destilliertem Wasser war belanglos, desgleichen Zusatz von HCl bis 
zu ®/,,. Nach Zusatz von Lauge bis zu einer der zur Vorbehandlung 
angewendeten Siuremenge aquivalenten Menge verwandelte sich die 


1) Die Ziffern beziehen sich auf die Protokolle im Anhang. 
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braune Farbe wieder in Rot. Gré®ere Laugenmengen, bis "/,)-NaOH, 
bewirkten griinlichgelbe Verfairbung (Alkalihimatin), aber keine Auf- 
losung. 

Auch die Warmehimolyse unterblieb und es konnte die Aufschwem- 
mung sogar gekocht werden. Offenbar hatte sich Siureeiweif} gebildet, 
das bekanntlich in der Hitze nicht koaguliert, denn nach vorsichtiger 
Neutralisation trat sofort Koagulation ein. 

In einer Reihe von Versuchen lieB sich feststellen, daB durch Ab- 
stumpfen der zur Vorbehandlung verwandten Saure durch eine iiqui- 
valente Laugenmenge und Auswaschen des Ca mit 0,9 proz. NaCl die 
Veriainderung nur insofern riickgingig gemacht werden konnte als nun- 
mehr in "/y99-NaQH-Lésung wieder eintrat. 

Die Versuche ergaben somit, daB die roten Blutkérperchen in Gegen- 
wart von Ca bei Einwirkung von Wasserstoffionen in bestimmter 
Konzentration eine eigenartige Fixierung erfahren, die offenbar mit 
tiefgreifenden Verinderungen verbunden sind. Wenn diese Produkte 
der Ca-Siurebehandlung im folgenden noch als Blutkérperchen  be- 
zeichnet werden, so geschieht dies der Einfachheit halber. 


Ultramikroskopische Beobachtungen. 


Bei der Beobachtung der fixierten Blutkérperchen im Dunkelfelde 
nach Bechhold (Objekttriger-Deckglaspraparat, Paraboloidkondensor) 
zeigten sie sich im Gegensatze zu den als helle leachtende Ringe erschei- 
nenden normalen Blutkérperchen als Kugeln, die mit zahlreichen, teils 
weib, teils rétlich oder griinlich glanzenden Punkten und Kérnchen 
erfiillt und besetzt sind. Diesen Eindruck gewinnt man besonders dann, 
wenn man durch Ansaugen mit Fli¢Bpapier eine Stromung erzeugt 
dann rollen die Blutkérperchen durch das Gesichtsfeld. Offenbar liegt 
ein KoagulationsprozeB vor, der wohl als Ursache der beobachteten 
Fixierung betrachtet werden darf. 

Derartige Gerinnungsvorginge im Inneren roter Blutkérperchen sind bei 
Anwendung von EiweiBfaillungsmitteln schon beobachtet worden und zwar sahen 
sie ultramikroskopisch Bechhold und Kraus beim Sublimat, Rohonyi mit dem 
gewohnlichen Mikroskop bei der Sulfosalicylsiure. Auch Jodlbauer und Haffner 
sahen derartiges bei ihren Warmehimolyseversuchen. Beim Amphibienblut 
treten nach Essigsiure, Chromsaure und Jodtinktur Niederschlige in den Blut- 
kérperchen auf. (Meves, Schaffer.) 

Hervorzuheben ist, daB auch bei der Siurehimolyse in reiner NaCl- 
Lésung etwas iihnliches zu beobachten ist. Saugt man mit FlieBpapier 
/59-HCl durch ein Normalpriiparat und beobachtet die am Glase 
haftenden Blutkérperchen, so sieht man sie beim Eintreffen der Saure 
plétzlich verléschen; gleichzeitig treten aber im Inneren matte Granula 
auf, die an die oben beschriebenen helleuchtenden der Ca-Blutkérperchen 
erinnern. 
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Durch diese Peobachtung aufmerksam gemacht, verfolgten wir den 
Ablauf der Séiurehimolyse in rcincr NaCl-Lésung auch makroskopisch 
genauer und konnten in der Tat dic Hcmmungszone andeutungsweise 
wiederfinden. Die Klirung dcr Réhrehen schritt nicht gleichmabig 
vom sauren Ende aus fort, sondern ¢s wurden mit einem Male Réhrchen 
im weniger sauren ‘Teil klar, obwohl saurere noch triib waren. 

Ultramikroskopisch sieht man also cine Gerinnung in den Blut- 
korperchen, dic in schwiacherem Grade auch bei der Siiurchiimolyse 
in reiner NaCl-Lésung ohne CaCl, zu beobachten ist. 

Der Umstand, daB die Hemmungszone auch in Ca-freier Losung 
wiedergefunden werden konnte, beweist, daB offenbar cine Verstirkung 
eines auch ohne Ca eintretenden Vorganges vorliegt, und es ergaben 
sich daraus die Fragen, welcher Art einerseits der Gerinnungsvorgang 
sei und wodurch andererseits das Calcium wirke. 

Da die Hemmungszone in einen scharf definierten py-Bereich fallt, 
war ein Zusammenhang mit Fillung der Stromasubstanz im isoelcktri- 
schen Punkte, wie sie zuerst von Michaelis und Takahashi beschrie- 
benworden ist, nahegelegt. Dies zu priifen bestand nun die Még- 
lichkeit die elektrische Ladung der Blutkérperchen in der Hemmungs- 
zone zu bestimmen und ferner den isoelektrischen Punkt bzw. das 
Fallungsoptimum der Stromasubstanz fiir unsere Versuchsbcdingungen 
aufzusuchen und deren Lage mit unserer Hemmunggzone zu vergleichen. 


Die elektrische Ladung der Blutkérperchen in der Hemmungszone. 


Ihre Bestimmung geschah mit Hilfe der handlichen Einrichtung von 
Michaelis an 1 proz. Aufschwemmungen in isotonischer CaCl,-Lésung 
mit Acetatgemischen lb. Es zeigte sich, dab die Blutkérperchen der 
Hemmungszone zur Kathode wanderten, also positive Ladung hatten. 
Wurde der Kataphoreseversuch gleich nach Ansatz der Mischungen 
angestellt, so waren die Blutkérperchen am linken Ende der erst nach 
einiger Zeit deutlich werdenden Hemmungszone isoelektrisch oder selbst 
noch anodisch. Der Zeitfaktor der Umladung (Kozawa) trat hier deutlich 
hervor. 

Es wurde ferner versucht, die Ladungsverhiltnisse der Blutkérpcr- 
chen auch durch Capillarisation mit FlicBpap‘er festzustellen. Nach 
bekannten Analogien war zu erwarten, dab positive Blutkérperchen 
von der sich negativ ladenden Papierfaser festgchalten, negative dagegen 
vom Capillarstrom der Suspensionsfliissigkeit mitgenommen widen. 


Versuche mit Aluminiumchlorid bewiesen denn auch die Brauchbarkeit 
der Methode. 50 proz. Normalblut in NaCl ergab beim Auftropfen auf 
FlieBpapier einen Ausbreitungskreis von 19 mm Durchmesser, wogegen 
50 proz. Blut mit "/,9-AICl; einen Tropfen von 8mm _ Durchmesser 
ergab, um den sich die Suspensionsfliissigkeit mit breiter farbloser Zone 
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ausbreitete. Bei Anwendung von Lanthan ist der Effekt am deutlichsten, 
doch ist er hier nicht allein auf die elektrische Ladung, sondern auch, 
und wohl in der Hauptsache, auf die Agglutination der Blatkérperchen 
zu beziehen, denn es ist bekannt, dab agglutinierte Blutkérperchen nicht 
durch Filter laufen, wohl einfach deshalb, weil die Komplexe zu gro’ 
sind, die Poren zu passieren. Beim AIC], trat der Effekt aber auch 
bei nichtagglutinierenden Konzentrationen auf, desgleichen bei der 
gleich zu besprechenden Saurewirkung, bei der es tiberhaupt nicht zur 
Agglutination kam. 

Wurde aus einem Ca-Versuche in Acetatgemischen mit 5 proz. Auf- 
schwemmung aus jedem Roéhrchen je ein Tropfen auf Filtrierpapier ge- 
bracht, so ergaben die Blutkérperchen der Hemmungszone (von py 4,4 
abwarts) scharf begrenzte Kreise, die Blutkérperchen jenseits des gelésten 
Rohrchens in der Mitte, also von py 5 aufwarts gréBere verwaschene 
Flecken. Somit tragen die Blutkérperchen tiber py 4,7 die gleiche Ladung 
wie die Papierfaser, namlich negative, die darunter, d.i.in der Hemmungs- 
zone, positive. Mit dieser Methode war der Zeitfaktor der Umladung 
besonders leicht zu verfolgen. — Die Blutkérperchen der Hemmungs- 
zone zeigen also ausgesprochen positive Ladung') und damit war die 
Deutung der Gerinnung im Inneren der Blutkérperchen zum mindesten 
sehr erschwert. Wir lenkten nun unsere Aufmerksamkeit auf die 


Siureflockung der Stromasubstanz. 


Die Angaben der Literatur iiber den isoelektrischen Punkt der Stromasubstanz 
gehen auseinander. Michaelis und Takahashi fanden mit Acetatgemischen in 
Blut, das mit destilliertem Wasser gelést war, das Optimum bei py 5. Landsteiner 
fand gleichfalls mit Acetatgemischen an wirmegeléstem Blut Flockung von py 4,3 
abwarts. Kozawa bestimmte kataphoretisch den Umkehrpunkt der intakten 
Blutkérperchen in isotonischer Phosphatlésung zu py, 2,7 und Coulter nach ein- 
fachem Zusatze von HCl bei py 4,6. Jodlbauer und Haffner fanden das Flockungs- 
optimum in phosphathaltiger NaCl-Lésung nach vorgangiger Warmehamolyse bei 
Pu 3. Michaelis und Takahashi sowie Jodlbauer und Haffner sahen in dem von 
ihnen bestimmten Flockungsoptimum des Stromas auch die Hamolyse erfolgen. 
Bei Kozawa differieren die Werte etwas. 

1) Die kathodische Wanderung der Blutkérperchen in der Hemmungszone 
war sehr energisch, so daB auf betrachtliche Intensitat der Ladung geschlossen 
werden darf. Damit wiirde auch ihre langsame Senkung (Anm. beim Versuche 8. 547) 
im Sinne des Zusammenhanges von elektrischer Ladung und Senkungsgeschwin- 
digkeit (Linzenmeier) erklart sein. 

AnlaBlich des Versuches die fixierten Saiure-Ca-Blutkérperchen in gréBerer 
Menge zu gewinnen, zu welchem Zwecke die 100fachen Mengen des 7ten Réhrchens 
unseres Versuches auf 8. 547 gemischt wurden, unterblieb die Sedimentierung auch 
bei mehrtagigem Stehen. Warum dies bei Verwendung absolut gréBerer, relativ 
aber gleicher Mengen eintrat, konnte nicht ermittelt werden; wir sind der Meinung, 
da8 hier die Blutkérperchensuspension durch elektrische Krafte véllig stabilisiert 
wurde. 
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Da es wahrscheinlich war, daB die abweichenden Resultate in der 
abweichenden Methodik ihren Grund hatten, namentlich in der Verwen- 
dung verschiedener Regulatoren, worauf schon Jodlbauer und Haffner 
aufmerksam gemacht hatten, und wofiir die von Rona und Michaelis 
sowie Michaelis und Gyérgy nachgewiesene Verschiebung des isoelek- 
trischen Punktes durch Elektrolyte eine Grundlage abgaben, haben wir 
planmabig verschiedene Regulatoren gepriift. Wir setzten sie zu Blut, 
das in destilliertem Wasser gelést war, zu und untersuchten ferner noch 
den EinfluB von NaCl, KCl, CaCl, auf die Flockung, da einerseits sich 
am intakten Blutkérperchen die Stromasubstanz im Medium ihrer 
Binnenelektrolyte befinden, andererseits das Ca gerade fiir unsere 
Versuche von Wichtigkeit war. Das Ergebnis dieser Versuche war 
folgendes : 

Die Stromasubstanz der durch destilliertes Wasser gelésten Blut- 
korperchen zeigten unter sonst gleichen Bedingungen ihr Flockungs- 
optimum 

in Acetatgemischen bei py 5 (1c), 
in Lactatgemischen bei py 4,9 (2b), 
in Phosphatgemischen bei py 3,2 (3). 


und zwar erfolgt die Flockung in allen Gemischen in Form farbloser 
Fléckchen, wie dies von Michaelis und Takahashi beim Acetat be- 
schrieben wurde. 

Es zeigt sich also, dais das Flockungsoptimum in verschiedenen 
Regulatoren ein verschiedenes ist und dab unsere Werte recht gut mit 
denen der Autoren iibereinstimmen, wenn man die Art der angewandten 
Regulatoren beriicksichtigt. 

Veriinderung der Konzentration der Puffersalze (als Beispiel Prot. 3) 
anderte nichts an der Lage des Optimums, doch verbreiterte sich bei 
niedrigeren Konzentrationen die Flockungszone ins weniger saure Gebiet. 
NaCl, KCl und CaCl, hemmten, ohne die Lage des Optimums zu ver- 
schieben, die Flockung weitgehend. Sie war in "/,)-NaCl und ®/,9-KCl 
sowie /,9-CaCl, bereits véllig unterdriickt. Dieser Einfluf der Salze 
auf die Stromaflockung entspricht dem EinfluB der Salze auf die 
Flockung von denaturiertem Serumalbumin und Casein in den Ver- 
suchen von Rona und Michaelis sowie Michaelis und Gyérgy. 

Wir haben auch mit Lactat und Phosphatgemischen die Himolyse- 
versuche unter Ca-Zusatz ausgefiihrt und wieder die unregelmaBige 
Reihe erhalten. Im Lactat 2a trat die erste Lésung bei py 4,3, die Hem- 
mungszone zwischen 3,9 und 3,3 auf. Im Phosphat war die Reihe ins 
saurere Gebiet verschoben und zwar um den gleichen Betrag, um den 
die Stromaflockung verschoben war. Sowohl im Lactat wie im Phosphat- 
puffer zeigten die Blutkérperchen der Hemmungszone ausgesprochen 
kathodische Wanderung. 
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Das wichtigste Ergebnis dieser Saéureflockungsversuche fiir unsere 
Frage aber ist: Die Hemmungszone deckt sich nicht mit dem Fdllungs- 
optimum der Siromasulistanz im wassergelésten Blute, sondern  beginnt 
etwa 0,3—0,6 py unter diesem. 

Nun erhebt sich aber die Frage, ob jene aus wassergeléstem Blute 
bei bestimmter H-Ionenkonzentration flockende Substanz die Gesamt- 
heit der Stromabestandteile darstellt oder nur einen Teil und ob sie 
allein fiir das Zustandekommen des Saurefillungsvorganges im Gesamt- 
blutkérperchen in Betracht kommt. Mikroskopisch erweist sich die 
Flockung als feinkérniger Niederschiag und diirfte nach der Lage seiner 
isoelektrischen Konstante sowie seiner Unldéslichkeit in Alkohol und 
Ather zu schlieBen, das Stromaeiweif darstellen, das offenbar durch 
Zerfall der Blutschatten frei wird; diese zerfallen namlich, wie schon 
Wooldridge hervorhebt, unter Siureeinwirkung. Das Gesamtblutkérper- 
chen enthalt aber auBer dem Stromaeiweif noch Lipoide und den Farb- 
stoff und es miissen natiirlich auch die isoelektrischen Konstanten 
dieser Stoffe beriicksichtigt werden. Wir lassen zuniichst unsere Fest- 
stellungen tiber Siureflockung von Lipoiden und Farbstoff folgen. 


Die Saéureflockung der Lipoide. 

Das Fallungsoptimum von Lecithinpraparaten liegt nach Feinschmidt sowie 
Michaelis in Acetat bezw. Lactatgemischen bei p, 2,9 und darunter; von 
Lipoiden aus Hammelblutkérperchen bei py 2 bezw, py 1,7. 

Wir konnten das Fallungsoptimum von Alkohol-Atherextrakten aus 
gewaschenen und getrockneten Rinderblutkérperchen in Lactatgemischen 
deutlichst bei py, 2 feststellen 2c. In unseren Acetatgemischen, die nur 
bis py 3,2 reichten, erhielten wir keine Lipoidflockung, desgleichen auch 
nicht mit den Phosphatgemischen. 


Die Siureflockung des Farbstoffes. 


Das unverinderte Himoglobin flockt nach Michaelis und Takahashi 
im isoelektrischen Punkte nicht aus und da dieser tiberdies bei py 6,77 
liegt, kommt das unzersetzte Himoglobin fiir uns nicht in Frage. 
Dagegen flockt nach den genannten Autoren das unter Siureeinwirkung 
entstehende braune Zersetzungsprodukt und zwar ziemlich weit im 
sauren Gebiete. Wir konnten den Beginn dieser Flockung mit Acetat- 
und Lactatgemischen bei etwa p, 3,5 feststellen le (s. Tabelle). 

In der Tabelle sind unter Zugrundelegung der Versuche mit den Lactat- 
und Acetatgemischen die Ergebnisse unserer Versuche tiber Saure- 
hamolyse in Ca-Gegenwart sowie tiber die Saureflockung der Blut- 
kérperchenbestandteile zusammengestellt. Es zeigt sich folgendes: 
Die isoelektrischen Punkte der einzelnen Blutkérperchenbestandteile liegen 
weit auseinander und fassen unsere Hemmungszone zwischen sich. Daraus 
ergibt sich die 
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Ubersicht der Versuche. 
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*) In den zahlreichen mit den gleichen Regulatoren angestellten Parallel- 
versuchen iiber Stromaflockung und Hamolyse, letztere in reiner CaCl,-Lésung, 
CaCl,-haltiger sowie reiner NaCl-Lésung, trat ausnahmslos vollige Lésung erst 
etwa 0,3 py weiter im sauren Gebiete auf als das Flockungsoptimum der Stroma- 
substanz gefunden wurde. Auch bei Versuchen mit HCl sowie mit Essigsiure 
lag die Hamolysegrenze stets bei héheren Sauremengen wie die Flockung. In 
unseren Versuchen fiel also Lyse und Flockung nicht so vollkommen zusammen 
wie in den Versuchen von Michaelis und Takahashi sowie Jodlbauer und Haffner. 


Moglichkeit einer Erklirung der Hemmungszone. 


Betrachten wir zunichst nur Stromaeiweifs und Lipoid, so ergibt 
sich, da zwischen py, 5 und py 2 das StromaeiweiB positive, das Lipoid 
aber noch negative Ladung besitzen muB und dab damit die Bedingung 
gegenseitiger Ausfillung gegeben sein muB. Denn nach Michaelis und 
Davidsohn flockt ein Gemisch von 2 amphoteren Kolloiden mit ver- 
schiedenen isoelektrischen Punkten bei jener H-lonenkonzentration, bei 
der das eine Kolloid schon geniigend positiv, das andere noch geniigend 
negativ ist. Fiir das Farbstoffzersetzungsprodukt gilt das gleiche, doch 
wird das nihere erst bei Besprechung des Ca-Einflusses erértert werden. 

Die Lage unserer Hemmungszone niaher gegen das Fallungsoptimum 
des Stromas zu erklart sich ebenfalls aus der Untersuchung der letzt- 
genannten Autoren, indem sich namlich herausstellte, daB, wenn eine 
Komponente im Uberschu8 vorhanden ist, sich der Flockungspunkt 
des Gemisches gegen den isoelektrischen Punkt des iiberschiissigen 
Kolloids verschiebt. Im Blutkérperchen tiberwiegt nun das EiweiB 
iiber das Lipoid (Pascucci). 

Kiner Erérterung bedarf noch der Umstand, da in der ausgebildeten 
Hemmungszone die Blutkérperchen stets kathodisch wanderten: Wenn 
man aber annimmt, daB sich die Gesamtladung additiv aus der Ladung 
der Komponenten zusammensetzt, so muB bei Uberwiegen der Eiwei8- 
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komponente schlieBlich deren positive Ladung fiir die Wanderungs- 
richtung der Blutkérperchen ausschlaggebend sein. Auch ist daran 
zu denken, daB die schlieBlich positive Ladung erst nachtriglich zustande 
gekommen sein kénnte (Zeitfaktor der Umladung!) und daB im Momente 
der Ausflockung im Inneron der Blutkérperchen tatsichlich isoelek- 
trisches Verhalten be-tanden hat. 


Verschiebung des Fiillungsoptimums der Stromasubstanz durch Lipoide. 


War unsere Deutung der Gerinnung in den Blutkérperchen als 
Fallungsopi:mum cines Gemisches zweier amphoterer Kolloide mit ver- 
schiedenen isoclektrischen Punkten richtig, dann muBte bei Stroma- 
eiweiBfillungsversuchen Zusatz von Lipoiden die Fallungszone nach 
rechts gegen den isoelektrischen Punkt des Lipoids zu verschieben, 
ebenso wie in den Versuchen von Feinschmidt Zusatz von Eiweif die 
Fallung des Lecithins nach links verbreiterte. Das war sowohl bei 
Anwendung von Blutkérperchenlipoiden sowie auch von Lecithin Merck 
der Fall 2d. Dabei wurde nicht nur das Optimum verlagert, sondern die 
Flockung wurde auch massiger und ihre Zone verbreiterte sich wie in 
den Lecithin-EiweiBversuchen von Feinschmidt. 

Es war aber auffallend, daB hierzu nicht unbetrichtliche Lipoid- 
mengen nétig waren, wenigstens im Vergleiche zum normalen Lipoid- 
gehalt der Blutkérperchen, und es muB deshalb die Annahme gemacht 
werden, da am intakten Blutkérperchen die Fallungsbedingungen 
giimstiger sind wie am gelésten Blut, wobei wohl den raumlichen Be- 
ziehungen von Eiweif und Lipoid sowie ihrem physiologischen Mischungs- 
zustande eine Rolle zukommen diirfte. Bei der Auflésung des Blutes 
mit Wasser kommt es nach Bechhold zu einer Entmischung von Lipoid 
und Eiweib, wobei das Lipoid das Blutkérperchen verlaBt. 


Die Rolle des Caleiums. 


Wir haben weiter oben festgestellt, daB bei der auffalligen und 
durch das Auftreten einer Hemmungszone so charakteristischen Abande- 
rung des Verlaufes der Siurehimolyse in Ca-haltiger Losung nur die 
Verstirkung eines auch ohne Ca sich abspielenden Vorganges, namlich 
einer Gerinnung im Inneren der Blutkérperchen vorliegt. Den Mecha- 
nismus dieser Gerinnung haben wir eben im Prinzip aufzuklairen ver- 
sucht und es bleibt noch der Ca-EinfluB zu erértern iibrig. Unseres 
Erachtens ist dies unter Zugrundelegung der so vielfach hervortretenden 
kolloidverfestigenden, die Zellen ,,dichtenden** Wirkung des Ca, die 
sich in den bereits bekannt gewordenen Fallen von Hamolysebeeinflus- 
sung durch Ca (Héber) kundgibt und die in unseren Versuchen auch in 
der Abschwiichung der ersten vor der Hemmungszone gelegenen Lésung 
zum Ausdruck kommt, méglich und zwar unter Beachtung zeitlicher 


nar agrancrnememeem 


povnictebapertinenemeesiaae 








556 A. Jarisch: 


Umstinde. Verhindert nimlich das Ca den Austritt des Himoglobins 
solange bis die erérterten Bedingungen der Kolloidfiallung eingetreten 
sind und die Umladung und Fallung im Inneren der Blutkérperchen 
erfolgt, wozu eine gewisse Zeit nétig ist, dann beteiligt sich auch der 
Farbstoff am Fallungsvorgange und zwar wird er ihn verstaérken und 
ausgiebiger machen, da er ebenfalls eine niedrigere isoelektrische Kon- 
stante besitzt wie das StromaeiweiB. Da der Farbstoff mitgefillt wird, 
wird er in den Blutkérperchen festgehalten; diese kénnen sich nun aus 
farbloser Lésung absetzen und so entsteht die Hemmungszone. 

Es wurde oben mitgeteilt, daB das Ca schon in relativ niedrigen 
Konzentrationen die Flockung von Stromasubstanzen und Farbstoff 
hemmt. Wenn nun trotzdem im Blutkérperchen Saurefaillung zustande 
kommt, so wiirde dies der vielfach vertretenen Anschauung entsprechen, 
dafi das Ca nicht in die Blutkérperchen einzudringen vermag!). Man 
hat sich offenbar vorzustellen, daB das Ca die Grenzschicht der Blut- 
kérperchen derart veriindert, daB der Austritt des Hiamoglobins er- 
schwert ist, ebenso wie das Ca nach Lillie den Austritt des Farbstoffes 
aus Arbaciaeiern bei Einwirkung von Alkali sowie nach Hansteen- 
Cranner den Austritt von Lipoiden aus Pflanzenzellen verhindert. Der 
Eintritt der Siure scheint dagegen nicht beeinfluBt zu sein, denn die 
Verfairbung durch Himatinbildung erfolgt mit und ohne Ca am gleichen 
Punkt; dies erscheint auch verstindlich, denn die H-Ionen dringen 
nicht einfach ein, sondern reagieren mit dem Substrat. 

Weitere Faille von dichtender Ca-Wirkung auf Zellen sind von Wiech- 
mann im Anschlusse an seine Beobachtung itiber Hemmung des Ein- 
dringens von Brom-Anionen in rote Blutkérperchen durch Ca zusammen- 
gestellt worden. Auch die Angabe Deetjens, dal} das Ca schon in ge- 
ringer Menge den quellenden und zerstérenden EinfluB des destillierten 
Wassers auf Zelltrockenpraparate zu beheben vermag, gehért hierher. 

Nach unserer oben entwickelten Auffassung war also die Wirkung 
des Ca eine mittelbare und es ergab sich nun die Frage, wieweit das Ca 
in seiner Beeinflussung der Siurehimolyse durch andere Ionen vertret- 
bar sei. Lithium und Kalium wirkten wie Natrium, d. h. die Saure- 
himolyse verlief hier wie in Kochsalzlésung; von den zweiwertigen 
Ionen riefen Strontium, Magnesium und Barium die Hemmungszone 
ebenso hervor wie Calcium, dagegen waren Cadmium, Mangan, Nickel 
und Kobalt wirkungslos. Somit erscheinen die Salze der Erdalkalien 
bevorzugt, was insofern auffallt als nach den von Hober zusammen- 
gestellten GesetzmaBigkeiten fiir cytolytische Prozesse, wie sie ja 
unsere Hiimolyseversuche darstellen, eine Vertretbarkeit des Calciums 
durch beliebige zweiwertige Ionen zu erwarten gewesen war. 


3) Allerdings steht dieser Anschauung die Angabe von Hamburger iiber Per- 
meabilitét der Blutkérperchen fiir Ca entgegen. 














a) 


b) 


d) 








ee Vs 


— 








on 
co 
~] 


Siurehiimolyse und Beeinflussung durch Calcium. 


Protokolle. 
Die Acetat- und Laktatgemische sind nach dem Prinzip der H-Reihe 
mit Salzkonstanz (Michaelis) hergestellt. 
1. Versuche mit Acetatgemischen. 


a) Hdmolyse in CaCl,, b) Kataphoreseversuche, c) Stromafallung. 





Pu | 59 | 56 | 58 | 50 | 47 | 44) 4 | 88 | 85 | 82 

B/, Na-Acetat .J1 /1 j|1 |1 Piet Sel Fite 
{ { D/ 500 0,62 1 25 . —o - 7 ical - 
Essigsiure}) "/19 | — 0,25 | 0,5 1 2 4 8 | — - 
| fy SOR AN pccogl nial RE nee | Pocd Pag ee 
| dest. Wasser . | 8,38 | 7,75 8,75 8,5 8 7 5 1 |74 |68 


a) | je 5 cem des Gemisches + 5 cem 5,4°/, CaCl, +1 cem 10°/, Blutkérper- 
| chenaufschwemmung. 
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Flockung des Stromaeiweifes. 
Flockung des Himoglobinzersetzungsproduktes. 
2. Versuche mit Laktatgemischen. 


a) Hémolyse in CaCl,, b) Flockung des Stomaeiweifes, c) Lipoid- 
flockung, d) Verschiebung der Flockung in Stroma-Lipoidgemischen. 





a) 


b) 


d) 








PH | 49 | 46 ‘3 3,9 | 36 | 88 | 29 | 26 | 28 | 2 | 147 | 14 











™/199 | 0,49 | 0,98 | 1,95 | 3,9 | 7,8 | 

Milchsiure } ™/19 1,56 | 3,12 | 6,28 
m/, | | 125; 25 | 5 10 

dest. Wasser . . .| 9,51 9,02) | 8,05 | 6,1 | 1,2 | 8,44 6,88 | 3,72 8,75) 7,5 | 5 0 


je 5 ccm des Gemisches + 5cem 5,4% CaCl, + 1lecm 10%, Siethineeeniment- 
schwemmung. 
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je 5 cem des Gemisches + 1 ccm einer leicht spalescierenden Liésung von Blut- 
kérperschen Lipoiden. 
1h lr-i-| - —~ | +] + |++4++ 44 


je 5cem des Gemisches + 1 ccm geléstes Blut und Lipoide, zu gleichen Teilen gemischt. 


‘ 


20’ b++ Ht +H+4+1 +1 +1 - — 
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3. Versuche mit Phosphatgemischen. 


Stromafdllung bei Anwendung des Regulators in verschiedener Konzen- 
tration. py mit Indicatoren bestimmt. 








Pu | | 82 | 

oe | | 
m/, prim. Phosphat 50 495 | 49 48 | 47 46 | 4 

Verdiinnung 1 } | 
m/, Phosphorsaéure en es 1 2 8 4 | 5 


die folgenden Verdiinnungen dieses Regulators zu 2°, mit geléstem Blut versetzt. 


10 : as Spd 9 Ba | 
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Zusammenfassung. 
Bei Siurehimolyseversuchen mit steigenden Siuremengen_bildet 


sich in Ca-haltiger Lésung, nachdem es bei bestimmten Saurekonzen- 
trationen zur Hiimolyse gekommen ist, bei nichsth6heren Siuremengen 
eine Hemmungszone, in der sich braun gefarbte Blutkérperchen aus 
farbloser Lésung absetzen. Diese Blutkérperchen lésen sich unter 
EKinwirkung von Hamolyticis nicht auf, erscheinen also fixiert, und 
zeigen ultramikroskopisch Gerinnung ihres Inneren. Als Ursache dieser 
Gerinnung kommt Siurefillung in Betracht, u. zwar der Umstand, dal 
die verschiedenen Bestandteile der Blutkérperchen StromaeiweiB, Lipoide 
und das Siurezersetzungsprodukt des Himoglobins zum Teil weit aus- 
einanderliegende isoelektrische Konstanten besitzen und deshalb bei be- 
stimmter H-Ionenkonzentration verschiedene Ladung annehmen und sich 
gegenseitig ausfallen. Die Gerinnung der Blutkérperchensubstanzen unter 
SiureeinfluB ist in geringem Grade auch in Ca-freier Lésung nachweisbar ; 
anwesendes Ca verstarkt jedoch den Vorgang, indem es den vorzeitigen 
Austritt des Hamoglobins verhindert und dadurch bewirkt, daB der 
Farbstoff im Inneren der Blutkérperchen an der Fillung teilnimmt. — 
In dieser Wirkung ist das Calcium nur durch Strontium, Barium und 
Magnesium vertretbar. 

Der isoelektrische Punkt des StromaeiweiBes sowie der intakten 
Blutkérperchen wird bei Anwendung verschiedener Regulatoren an 
verschiedener Stelle gefunden und dadurch erkliren sich die wider- 
sprechenden Angaben der Literatur. Fallungsoptimum der Stroma- 
substanz im gelésten Blut sowie kataphoretischer Umkehrpunkt der 
intakten Blutkérperchen fand sich in Acetat- und Lactatgemischen 
bei etwa py 5, in Phosphatgemischen bei etwa py 3,2. 
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Siiurehimolyse und Beeintlussung durch Calcium. 559 


Die elektrische Ladung der Blutkérperchen lat sich durch Capillari- 
sation feststellen. Anodisches Blut breitet sich auf Filtrierpapier 
getropft aus, kathodisches haftet an der Faser. 
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Uber Hiimolyse durch Morphin und seine Homologen. 


Von 


Heinrich Rhode. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Géttingen.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1922. 


Bei Gelegenheit friiherer Untersuchungen!) wurde gefunden, dab 
Kodeinphosphat in isotonischer Konzentration keine, Morphinchlorid 
und Dionin dagegen starke Himolyse bewirkten. Diese Beobachtung 
gab Anlafi zu einer systematischen Priifung verschiedener Salze des 
Morphins und seiner Verwandten, die auf Bitte des Pharmakologischen 
Institutes von der Firma F. Merck, Darmstadt, in bekannter aus- 
gezeichneter Beschaffenheit geliefert wurden?). Es waren die folgenden 
mit der von der Firma angegebenen Zusammensetzung : 

Morphinum hydrochloricum C,,;H,.NO,HCl + 3H,O Mol.-Gew. 321,5 + 54 


nm hydrobromicum C,,H,,NO,HBr + 2 H,O 366 + 36 
Ee sulfuricum (C,,H,,NO,),H,SO, + 5 H,O 2 - 334 + 90 


Methylmorphinum (Codeinum) hydrochloricum C,,H,,NO,HCI + 2 H,O Mol.- 
Gew. 335,5 + 36 
Methylmorphinum hydrobromic. C,,H,,NO,;HBr + 2H,O Mol.-Gew. 380 + 36 
ip me sulfuricum (C,,H,,;NO3),H,SO, + 5 H,O 2-348 + 90 
Athylmorphinum hydrochloricum (Dionin) C,,H,,NO,HCl + 2 H,O Mol.- 
Gew. 349,5 + 36 
Benzylmorphinum hydrochloricum (Peronin) C,,H,;NO,;HCl Mol.-Gew. 411,5. 
Durch die Ausgangsbeobachtungen und daran ankniipfende selbst- 
verstandliche Uberlegungen war als Aufgabe der Versuche vorgezeichnet, 
den Anteil der Alkaloide und der mit ihnen verbundenen Anionen 
méglichst gegeneinander abzugrenzen. Deswegen wurden Lésungen 
der verschiedenen Salze in wechselnden Konzentrationen mit Blut- 
kérperchen zusammengebracht, die in Lésungen von Kochsalz (0,9 proz.), 
Natriumsulfat (1,4 proz.), Rohrzucker (8,5 proz.), Dextrose oder Mannit 
(je 5,4 proz.) aufgeschwemmt waren. Da sich prinzipielle Analogien zu den 
ilteren Befunden zeigten, die Grijns*) und Hedin*) an Ammoniumsalzen 
erhoben hatten, so wurden vergleichsweise auch solche herangezogen. 


Methodisches. 


Stets Schweineblut; stets 3mal auf der Zentrifuge mit Waschfliissigkeit 
gewaschen, mehrfach dasselbe Blut parallel mit Kochsalz- und Rohrzuckerlésung. 
Aufschwemmung des Blutkérperchenbreis auf das 10fache Volumen; davon je 


1) H. Rhode, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 91, 173, 186. 1921. 

2) Der Firma sei fiir ihre wertvolle Unterstiitzung aufrichtiger Dank gesagt. 
3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 63, 86. 1896. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 229. 1897; 70, 525. 1898. 
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0,5 cem zu 5 cem der zu priifenden Lésungen. Saimtliche Lésungen waren neutral, 


























wie durch die Indicatorenmethode von Sdrensen kontrolliert wurde. Vielfach 
wurde mit iibersattigten Lésungen gearbeitet und die Ergebnisse verzeichnet, so 
lange nichts auskrystallisiert war. Stets Zimmertemperatur (Sommer). 
Die isotonische Konzentration der angewandten Alkaloidsalze wiirde bei 
vollstandiger Dissoziation zwischen 5,7 und 6,4°, fiir die Halogenide, zwischen 
7,8 und 8,1% fiir die Sulfate liegen. Da die exakte Feststellung des Dissoziations- 
grades besondere zeitraubende Untersuchungen erfordert hatte, geringfiigige Ab- 
weichungen der osmotischen Konzentration aber bekanntlich fiir die Hiamolyse 
bedeutungslos sind, so wurde durchweg bis herab zu etwa 6°, als Lésungsmittel 
Wasser benutzt, geringere Konzentrationen durch Zusatz von Kochsalz oder Rohr- 
zucker ausgeglichen (in den Tabellen ist der Einfachheit halber stets ,,Lésungs 
mittel®* geschrieben, was im strengen Wortsinne nicht zutrifft). t 
Die erhaltenen Ergebnisse finden sich auf den Tabellen I—V zusammen 
gestellt, in denen der Himolysegrad durch Zahlen ausgedriickt wurde; von diesen 
bedeutet: 0 keine Himolyse, 
I Beginn der Haimolyse eben erkennbar, 
II deutliche, doch maBige Himolyse, 
Ilf starke, doch nicht vollstandige Haimolyse, 
V vollkommen klare Lésung. a 
Alle Versuche einer Tabelle wurden an demselben Blute ausgefiihrt. 
Die ersten Versuche bringen nur quantitative Feststellungen tiber ; 
den Hamolysegrad der verschiedenen Salze (vgl. Tabelle I u. II). { 
Tabelle I. j 
Blutkérperchen mit Kochsalzlésung gewaschen. 
Substanz Losungs- by) stan Substanz pon / motte 
mittel , 2 4°19. 24 mittel 2 4 19 24 ' 
Wasser |10 |0 0°51 TI Kochsalz 4 0O;1I1/U' I : 
Morphin- e 7 |O° IL IL! I} Kodein- 7 3 0;0;0/ 0 
sulfat Kochsalz| 4 }|0 OO IL II] sulfat | = 2 0,0 0 0 
Zucker | 4 |0,/0/,0/;0 Zucker 4 0 0 0 0 } 
Wasser | 6,5}0 (1, UI | Kochsalz 4 Oo} Di oe il : 
Morphin- | Kochsalz, 4 ]0 O. Il III} Kodein- “ 3 0,;0!:0);0 
bromid i. 3 10:00! OF bromid | 2 0;0!0;0 
| Zucker 410/;0:0);0 Zucker 4 0;0;0;0 
Wasser 10 |V — Wasser 8 Ii | UI) V i 
" 8 |V | ‘ 6 lll V t 
. a 5,711) V —]| Kodein- Kochsalz 4 QO} I Ut i 
Morphin- |) Kochsalz| 4 | 0 | I IIIf] chlorid 3 100,00 
, ochsalz chloric a 
chlorid 3100.0)! | ‘ 2 00°00 
z 2101:0/:0/0 Zucker 4 0;0;0;,0 
Zucker 4 10 °0°>0/)0 Kochsals | 2 V 
Wasser 10 | 0 III V | ‘. l V 
. 8 10 |III| V Peronin A 05 JOE) V 
: 6 |) vi — | * (92/0 0 1 H 
Dionin Kochsalz 4 Ott V Zucker 1 0;90;,;0;,90 
i. 3 | 0 |OI! V 
. 240;0; 1)! 
e 110,00 0 
Zucker 4 0;';0!:0; 90 
36 * 
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Tabelle II. 


Blutkérperchen mit Rohrzuckerlésung gewaschen. 





Nach Stunden Nach Stunden 


Lésungs- J Lésungs- 
° Substanz 


Substanz mittel 3 4 24 48 mittel f 4 24 48 


Wasser | 10 oi.0 186 











Wasser 10 0;0;0 
Morphin- a 657 0;0 0 ee | 8 10/0) 0 
sulfat Zucker | 4 | 0/0) 0 sulfat i See 236 ee. 
2 sicliotol ™ Zucker | 4 10/01! 0 
Wasser 10 | I| 1/1 Ee Richt Sid Bill Me 
Morphin- Z 6510;0); 0 Wasser | 10 I I / Il 
bromid Zucker 4 0 | 0. O | Kodein- | Ps | 751 I | I 
. 3 Ore eo bromid | Zucker | 4 oles @ 
Wasser 10 | IE | It Il Ae Node’ act eel Sh 
ceils. « 8 Il | If | 1 Wasser | 10 I I I 
aa ‘ 5,7) TL TL] gain. ee Se oe Be 
— | Zucker | 4 J 0 0 Of) d 5 6 10{|0/0 
yw 6 B POLO] OF] MOM | Zucker | 4 | 0} 0) 0 
Wasser |10 |0 0. 0 sea Soe Pook Mell fie 
| 3 18 10/0! 0 Wasser | 7,5; V 
Dionin a We eS Oo a a Shissiaiad Zucker | 2 |0/V 
Zucker | 4 | 0 | 0} 0} *@ronin Wee. ae ee 
‘ F 0;0;0 . 0.5) 0) 0 


Die Betrachtung der 'Tabellen I und II lehrt im wesentlichen fol- 
gendes: Morphin und Codein wirken etwa gleichstark hiamolytisch ; 
die Wirkung ihrer Sulfate und Bromide ist deutlich schwiicher als die 
der Chloride; Athylmorphin wirkt stairker, Benzylmorphin betrichtlich 
stirker als die niederen Homologen. Alle beobachteten Wirkungen 
werden durch die Gegenwart von Chlorid, selbst in kleinen Mengen, 
auBerordentlich begiinstigt. 

Es schien zunichst erwiinscht, den EinfluB des anorganischen 
Elektrolyten zahlenmaBig noch genauer abzugrenzen. Dies geschah 
durch Versuche in Mischungen von Kochsalz- und Rohrzuckerlésungen 
und zwar vergleichsweise in 2 Reihen: Mit Suspensionen von Blut- 
k6érperchen, die demselben Blute entstammten, jedoch einerseits mit 
Kochsalzlésung, andererseits mit Rohrzuckerlésung gewaschen waren. 
Die Konzentration der Alkaloidsalze in der Suspensionsfliissigkeit 
betrug fast in allen Versuchen 4%, nur bei dem stark wirksamen Peronin 
0,5°, (Tabelle IIT). 

Die Zahlen der Tabelle III stimmen im Prinzip vollig mit denen 
der Tabellen I und II iiberein und bestiatigen somit den merkwiirdigen 
Befund, daB zwar die hiimolytische Wirkung aller untersuchten homo- 
logen Alkaloide durch die Gegenwart von Chlorionen gesteigert wird, 
aber doch in sehr verschiedenem Mafe: Bei den Chloriden des Morphins, 
Kodeins und Benzylmorphins liBt sich eine verstindliche Gesetz- 
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Tabelle IIT. 














Suspensionsfliissigkeit enthalt Blutkérperchen gewaschen mit 
ecm isotonischer Lésung von Rohrzucker Kochsalz 
Substanz nach Stunden 
Rohrzucker Kochsalz Cl: Mol 
1 5 14 24 1 5 14 | 24 
| 
5 0 0 0 0 
4 I 0,03 - 0 t) 
Morphinsulfat 3 2 0,06 |— 0 - 0 
4°/q 2 3 0,09 0) —_ 0 
1 4 0,12 O1—|0/;1/0 
0 5 0.15 - 0 QO Il Ui 
5 0 0,11 OE] ae oe 
4 ] 0,14 Or rig a ae 
Morphinchlorid 3 2 0,17 0; I1)I1 2 ae 
4°/, 2 3 0,20 j—| 0! 1) 1 0; 1} ] 
1 4 0,23 |—| 0/1) I O;Ui 
0 5 0,26 0O;1) 1 QO Il Il 
5 0 0,11 0/1 > 
4 1 O14 |— 1 oe 
Kodeinchlorid 3 2 0,17 0) I 
4/4 2 3 0,20 0/1 0 UW U 
] 4 0,23 GO; 213 Ol wu 
0 5 0,26 a ae a 0 tl ul 
5 0 0,11 0 —|- 
4 l 0,14 0 0; 1I/i 
Dionin 3 2 0,17 0 
4°%/, 2 3 0,20 6b0O |} F 1g 
1 4 0,23 _- 0 i 
9] 5 0,26 0 
5 0 0.04 0 Je ae 
4 l 0,07 |— 0; I Org pi 
Peronin 3 2 0,10 0} bi I O;1I/U 
0,5°/5 2 3 0,13 0,11 0 UW ul 
1 4 016 [O|I|/I|/Mjo;m; WV 
0 5 0,19 JIL |TUL| UL) WIL; V | — 











maiBigkeit erkennen, insofern mit zunehmender Chloridkonzentration 
des Milieus die Auflésungstendenz wichst und sich im gleichen Sinne 
auch der durch die Art des Auswaschens bedingte Chlorgehalt der Blut- 
kérperchen bemerkbar macht. Relativ gering ist der EinfluB der Chlor- 
ionen bei Morphin. Umgekehrt ist bei Morphinsulfat und Dionin ganz 
auffallig der groBe Unterschied ihrer Wirkung gegen Rohrzucker- und 
Kochsalzblutkérperchen: Selbst in reiner Kochsalzlésung ist bei beiden 
jede Wirkung auf Rohrzuckerblutkérperchen aufgehoben; mag man 
auch bei der Gegenwart des Sulfations und gleichzeitig geringer Gesamt- 
chlorkonzentration ein Verstandnis dafiir finden, so ist dies nicht leicht 
bei dem Dionin, das ja selbst ein Chlorid und das nichste Homologe 
des Kodeins ist. Zeigt sich doch an Rohrzuckerblutkérperchen selbst 
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bei doppelter Gesamtchlorkonzentration die gleiche Dioninmenge als 
unwirksam, die an Kochsalzblutkérperchen bereits himolysiert. Min- 
destens folgt aus diesem Ergebnis, daB die zwei verschiedenen Wasch- 
prozeduren die Struktur der Kérperchen in recht verschiedenem Zu- 


stande hinterlassen, so daB sie fiir die Wirkung mancher — doch 
nicht aller — Himolytica groBe Empfindlichkeitsunterschiede auf- 
weisen. 


Eine Abweichung der Wirkungen des Dionins von seinen nachsten Verwandten 
prigt sich ja auch sonst aus: Man denke an die lymphtreibende und wesentlich 
stirkere anisthetische Wirkung'); vielleicht auBert sich in dem Verhalten gegen- 
iiber den Rohrzuckerblutkérperchen eine grundlegende Eigentiimlichkeit dieses 
Alkaloids, 

Die Summe der geschilderten Erfahrungen macht es unméglich, 
die haimolytische ,,Wirkungsstirke‘‘ der untersuchten Alkaloide mit- 
einander zu vergleichen; so wirkt z. B. Methylmorphin auf Kochsalz- 
blutkérperchen schwacher, auf Zuckerblutkérperchen stirker als Athy]- 
morphin. 

Beim Vergleich des Morphinchlorids mit dem Morphinsulfat ist 
zu bedenken, dal der osmotische Druck in den Sulfatlésungen etwas 
geringer war (vgl. oben). Jedoch ist die Summe der in beiden Reihen 
beobachteten Untergchiede nicht anders als durch die bekannten 
lyotropen Eigenschaften der beiden konkurrierenden Anionen Chlorid 
und Sulfat zu erkliaren. 


Nach den bei den Alkaloiden gemachten Erfahrungen muBte es 
Interesse bieten, analoge Versuche mit Ammonsalzen zu wiederholen, 
um auf Grund eigener Anschauung die Analogien wie die Besonder- 
heiten im Verhalten der komplizierten organischen Amine beurteilen 
zu k6nnen. 

Die Versuche der Tabelle 1V zeigen den bekannten EinfluB des 
Anions, dessen Angriffspunkt man ja zuniichst an die permeablen 
AuBenschichten der Blutkérperchen zu verlegen hat*). Auch hier ist 
wieder durchgehend die Begiinstigung der Himolyse durch Chlorid 
im Verhaltnis zu Rohrzucker festzustellen. 

Die Versuche der Tabelle V und VI ergiinzen diese Feststellung 
dahin, daB Natriumsulfat gegeniiber Ammoniumchlorid im Verhiltnis 
zu Kochsalz sich analog wie Rohrzucker verhilt und daB die gleiche 
Differenz zwischen Chlorid und Anelektrolyten auch bei der Himolyse 
durch Hypotonie bemerkbar ist. 





1) Vgl. Rhode, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 91, 186. 1921. 
*) Vgl. Hedin, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 229. 1897; 70, 525. 1898. 
Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 217/18. 1918. 
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Tabelle IV. j 
Ammoniumsalze. 








Wasch- und Suspensionsfliissigkeit 
Rohrzuckerlésung | Kochsalazlésung 
Salz ‘ ® Normalitat 
nach Stunden 
1 12 2 | 1 12 24 
1,10 0,22 0 I I 0 I I 
Tertiires | 0.80 0.16 0 0 I 
Phosphat | 0,60 0,12 0 0 I | 
0,38 0,08 0 0 t 
122 0,20 0 I II 0 i] I] 
— 0.90 0.14 0 0 i] I] 
Sulfat } 0,65 0.10 0 0 1 1] 
0,45 0,07 0 a 0 
0,8 0,15 HI V V — | 
Chlorid. | 06 0,11 1 roo \ 
0,4 0,08 0 | II III ITI 
. (O39 0,04 - 0 0 
8 1,2 0,15 V \ 
Nitrat [ 0.9 0,11 an ae em 
0.6 0,08 0 | I] Il] I] 
0,4 0,05 . 0 0 | 





Tabelle V. 
Chlorammonium. In 0,8°/, NH,Ci tritt nach weniger als 10 Minuten 
totale Himolyse von Kochsalzblutkérperchen ein. In den Versuchen 
wird in je 5 cem Volumen ein Anteil der Chlorammoniumlésung durch 
andere Lésungen ersetzt. 





ccm Ersatzlésung 1 | 2 | 8 | 4 

nach Stunden 1%, | i, | 18 | 1, | 1, | 18 | |B 18 | % | bie} 18 
0,9°9/, Kochsalz ..| V — Ill; V O-| E--E G44 
1,42°/, NasSO, . . || 0 I I] 0/| /] 0 0 
8,5°/, Rohrzucker . 0 I 0 I 0 - 0 
5,4°/, Dextrose . . O.|>J Py 0 0 
5,4°/, Mannit . . . 0 I 0| I 0 0 
5,7°/, Rohrzucker . | I I I 0 I 0 0 
3,69, Dextrose . .  - I II 0 I 0 0 
3,69, Mannit .... I Ir; 0j—| 0] 1 0 0 











Tabelle VI. 
Hypotonie (Rohrzuckerblutkérperchen). 





Nach Stunden Nach Stunden 
Substanz % ‘|Nach 24 Stunden % % 
18 24 2 1s 24 
Kochsalz 0,9 Q 0,6 I Ii }045 II Wl | IW 
Rohrzucker . .) 8,5 0 5,7 I I (425) I I] Il 
Dextrose 5.4 0 3,6 | — Q 12,7 0 , sy 
Mannit 5.4 0 3.6 QO 42,7 0 I I 
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In mehreren Versuchen nahm ich mit Hilfe Hamburgerscher Konohaimato- 
kriten Messungen von Kochsalz- und Rohrzuckerblutkérperchen vor. Schweine- 
blutkérperchen wurden abzentrifugiert, nicht gewaschen. Vom Brei je 2 cem 
aufgeschwemmt mit je 100 ccm Lésung von 8,5% Rohrzucker, 5,4°, Dextrose, 
1.4%, Na SO, oder 0,9% NaCl. Von den Mischungen nach verschiedenen Zeiten 
je leem im Konohimatokriten zentrifugiert bis zur Volumenkonstanz der Blut- 
kérperchensiule. Die abgelesenen Zahlen fiir dieses Volumen in Kubikmillimetern 
finden sich in der Tabelle VII verzeichnet. Andere Versuche wurden bei sonst 
gleichem Verfahren darin abgeindert, daB8 die Blutkérperchen vor der endgiiltigen 
Mischung bereits 3mal mit der zum Versuch benutzten Lésung gewaschen waren; 
sie finden sich in Tabelle VIII. In den Tabellen bedeuten die Zeichen R, D, S, C 
die benutzten Lésungen; St die Anzah! Stunden zwischen Mischung und Ablesung. 








Tabelle VII. Tabelle VIII. 

Std. R D Ss C Std. R D Ss C 
/, | 22,8 | 22,5 | 180 21,0 ‘| 30,0 | 25,0 | 23,7 | 29,8 
ee 11,6 | 13,6 | 11,1 | 12,4 
7 | 16,8 | 16,6 | 16,0 ; 18,0 18' 110 | 108 | 11:7 | 133 

21 14.0 13,0 | 12.0 180 3) ty | ; 

| re 09° 9 
Auch Handovsky) fand an Blutkérper- : ae “oe ay i 
chen vom Kaninchen in Rohrzucker das Vo- 18 150 | 137 | 14.9 18.0 


lumen geringer als in Kochsalz. ae 
In Ubereinstimmung mit Giirber fand ich I's) 20,1 | 19,9 20.0 23,0 
, , ae 4; 180 | 16,5 | 188 | 21,2 
bei Rohrzuckerblutaufschwemmung_héufig s| 920 | 190 | 224 | 23/9 
dunkle violette Farbung, die beim Schiitteln 24 156 14.0 153 188 
mit Luft wieder hellrot wurde, also auf Sauer- 








stoffzehrung beruhte; bei Dextrose und Man- 2 22,0 22.0 19,9 23,0 

: ; : : : 5; 23,0 | 23,0 | 23,4 | 25,8 

nit beobachtete ich ein Gleiches nicht; alle g| i9¢6 | — 190 | 216 

Lésungen waren frisch hergestellt. 24 16,0 | 16.4 16.5 180 
Das Prinzipielle dieser Beobach- 4/190 | 175 | 186 | 216 

tungen ist nicht neu: Geringeren Himo- 16; 16,2 | 15,8 | 170 | 12.0 


lysegrad in Zuckerlésung gegeniiber 

Kochsalzlésung fanden Willerding?) und Snapper*) fiir Hypotonie, 
Arrhenius und Madsen *) fiir Immunohiimolysine, Miculicich®) fir Nar- 
kotica und Saponin, Stadler und Kleemann®) fiir Ammoniak, weniger 
fiir Essigsiure, Luger’) fiir Chinin. Genauere quantitative Unter- 
suchungen tiber die Saponinhiimolyse in Mischungen von Rohrzucker-, 
Kochsalz- und anderen Salzlésungen stellte H. Handovsky®) an. 


1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 195, 253. 1922. 

2) Willerding, Hamburgers Blutkérperchenmethode. Inaug.-Diss. GieBen 
1897; zit. nach Hge 8S. 567°). 

3) Diese Zeitschr. 43, 266. 1912. 

4) Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 33. 1903. 

5) Zentralbl. f. Physiol. 24, 523. 1911. 

6) Diese Zeitschr. 36, 301, 321. 1911. 

7) Diese Zeitschr. 117, 145. 1921. 

8) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 69, 412. 1912. — Verhandl. d. dtsch. 
pharmakol. Ges. zu Freiburg. 1921. XXX. — Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 190, 
173. 1921; 195, 253. 1922. 
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Das Wesen des Unterschiedes in dem Verhalten von Kochsalz- und 
Rohrzuckerblutkérperchen ist nicht restlos zu durchschauen, da ja 
anerkanntermaBen jede Art der Waschung die Blutkérperchen ver- 
aindert; allerdings verhalten sich bei konsequenten Waschungen mit 
Rohrzucker die Blutkérperchen verschiedener Tierarten erstaunlich 
verschieden, wie Giirber!) gezeigt hat. Jedoch sprechen mancherlei 
Beobachtungen dafiir, da die urspriingliche kolloidchemische Struktur 
der Kérperchen, mindestens soweit sie fiir Himolyse in Frage kommt, 
vielfach besser in Zuckerlésung als in Kochsalzlésung erhalten bleibt. 

Snapper*) ermittelte am menschlichen Blute, daB die Resistenz gegen hypo- 
tonische Kochsalzlésungen gleich war bei ungewaschenen und zuckergewaschenen, 
dagegen vermindert bei kochsalzgewaschenen; die urspriingliche Resistenz blieb 
erhalten nach Waschung mit einer Lésung von 0,9 proz. Kochsalz und 0,1 proz. 
Calciumchlorid. Hge*) fand ein Anschwellen der Kérperchen bei Behandlung 
mit Chlorid (und Nitrat), das nach etwa einer Stunde sein Maximum erreichte und 
dann langsam im Laufe eines Tages zuriickging, wihrend ihr Volumen in Zucker- 
lésung viele Stunden konstant blieb; verglich er das Kérperchenvolumen bei 
verschiedenen, doch isosmotischen Konzentrationen von Natriumchlorid und 
-sulfat, so war es im Sulfat stets kleiner, aber ebenso groB wie in Zuckerlésung. 
Scott *) wies nach, daB isotonische Kochsalz- oder Ringerlésung den Blutkérperchen 
stickstoffhaltige Proteinsubstanz entzieht. Rous und T'ourner®) stellten fest, 
daB monatelange Konservierung von Blutkérperchen gelingt, wenn man sie in 
Mischungen von Aquilibrierten Salzlésungen mit hdheren Konzentrationen von 
Rohrzucker oder Dextrose gibt. Die Summe dieser Beobachtungen gibt mindestens 
zu bedenken, ob nicht der Zucker zu gering geschatzt wird, wenn man ihn einfach 
als indifferentes, nur osmotisch wirksames Agens betrachtet, ob er nicht vielmehr 
auch eine kolloidchemische Wirksamkeit — wenn auch geringen Grades — besitzt 
und ,,verfestigend’ auf die Strukturelemente der Blutkérperchen wirkt, also ahn- 
lich wie etwa das Sulfation. Die Einreihung des Mannits unter die ,,salinischen“ 
Abfiihrmittel deutet ja von altersher ahnliche Beziehungen an. 

M. H. Fischer und Sykes*) beschrieben eine quellungswidrige Wirkung des 
Traubenzuckers und besonders des Rohrzuckers bei der Quellung von Gelatine. 
Die Erstarrung verfliissigter Gelatine wird durch Mannit und Rohrzucker be- 
schleunigt 7), der Elastizitaétsmodul von Gelatinegallerte durch Rohrzucker stark 
erhéht (dagegen durch Kochsalz erniedrigt)*’). Die Verkleisterungstemperatur 
der Starke wird durch Dextrose (ebenso wie durch Sulfat usw.) erhéht®’). Alle 
diese Beobachtungen sind Anhaltspunkte dafiir, daB die Zucker kolloidchemisch 
wirksam sind oder wenigstens sein kénnen. 


1) Salze des Blutes. II. Habilitationsschrift Wiirzburg 1904. 

2) Diese Zeitschr. 43, 266. 1912. 

3) Diese Zeitschr. 115, 109. 1921. 

‘) Journ. of physiol. 50, 128. 1916. 

5) Nach Malys Jahresberichten 1915, 8S. 72; 1916, 8. 97. 

6) Fischer und Sykes, Oedema and Nephritis. 2. Aufl., Newyork 1915, 8. 305; 
ferner Kolloidzeitschr. 14, 215, 223. 1914. 

7) Pauli und Rona, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 25. 1902. 

8) Leick, zit. nach Handovsky, Leitfaden der Kolloidchemie. Dresden 1922, 
S. 166. 
%) Samec, zit. nach Handovsky, Leitfaden 8S. 178. 
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Wie es scheint, zeigen diese wasserléslichen Anelektrolyten in gewisser Be- 
ziehung auch Analogien zu ,,lipoidléslichen“‘, so z. B. nach Rona und Michaelis 
bei der Adsorption an Tierkohle?). Es ist daher wohl die Frage erlaubt, ob die 
hamolysehemmende Wirkung kleiner Dosen von Narkoticis?) und ahnlichen 
Stoffen*) mit der gleichsinnigen Wirkung des Zuckers wesensverwandt ist; 
E. von Knafjl- Lenz fand bei ihnen nach langerer Einwirkung Volumenverminderung 
der Blutkérperchen ‘). 

Ks ist vielleicht richtig, die Zuckerblutkérperchen als solche zu betrachten, 
bei denen die Salze ausgewaschen und durch Zucker ersetzt, zugleich aber auch 
in ihrer kolloidchemischen Funktion zum Teil vertreten sind, so daB das Gefiige 
der Zellen ungefihr die gleiche Resistenz gegeniiber himolytischen Einfliissen 
behalt wie die frischen ungewaschenen Blutscheiben. Immerhin ist die Auf- 
fassung nicht ganz von der Hand zu weisen, da die bloBe Entziehung von Salz 
durch Waschen mit Zuckerlésung die Zellkolloide ahnlich beeinfluBt wie etwa 
Sulfat, Calcium usw. Handovsky kam nach seinen umfangreichen Untersuchungen®) 
zu der Anschauung, daB Rohrzucker die Kolloide der Blutscheiben gelatiniere. 

Unter den verschiedenen Formen von Himolyse gehért die durch 
Alkaloide unstreitig zu denen, die nach dem Eindringen des wirksamen 
Stoffes in die Hauptmasse der Kérperchensubstanz zustande kommt. 
Das ist aus den Untersuchungen von Grijns*) und Hedin’) an den Salzen 
des Ammoniums und einfacher organischer Basen und dem durchaus 
analogen Verhalten komplizierter gebauter Basen mit Bestimmtheit 
zu folgern, selbst wenn man anerkennt, daB die von Grijns verwandte 
chemisch-analytische, wie die von Hedin benutzte kryoskopische 
Methode keinen sehr hohen quantitativen Anspriichen geniigten. Bei 
Saponin dagegen darf man mindestens zweifelhaft sein, unter welchen 
Bedingungen es weit iiber die Oberfliche hinaus nach innen dringt. 

Halt man sich dies vor Augen, so wird man berechtigt sein, 2 Vor- 
ginge und dementsprechend auch 2 Arten von Einfliissen bei dem 
Gesamtkomplex ,,Himolyse“ zu unterscheiden: Einmal das _ Ein- 
wandern selbst, fiir das der Zustand an der Grenzfliiche der Blutscheiben 
gegen das Medium von besonderer Bedeutung sein wird, zweitens die 
durch eindringende Hiamolytica an der inneren Substanz der Blut- 
kérperchen gesetzten Veriinderungen. Durch diese Unterscheidung 
wird man ein Verstindnis dafiir gewinnen kénnen, da8 z. B. Sulfat die 
Morphinhimolyse viel stiérker hemmt als die Saponinhimolyse (nach 
Handovsky), oder daB das Auswaschen der Blutkérperchen mit Zucker- 
lésung eine weit bedeutendere Anderung der Empfindlichkeit: mit sich 
bringen kann als das Aufschwemmen in Zuckerlésung nach Auswaschung 

1) Diese Zeitschr. 16, 489. 1909; 64, 288. 1914; 94, 240. 1919. 

2) Arrhenius und Bubanovic, zit. nach Héber, Physikalische Chemie der Zelle. 
4. Aufl. 1914, S. 466. 

8) Rhode, diese Zeitschr. 130, 495. 1922. 

4) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 171, 51. 1918. 

5) Vgl. Zitat oben S. 566'). 

6) Pfliigers Arch. f. die ges. Physiol. 63, 86. 1896. 

7) Ebenda 68, 229. 1897; 70, 525. 1898. 
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mit Kochsalzlésung, wie es sich in so frappanter Weise beim Dionin 
zeigt. Die Versuchsergebnisse der Tabelle II] waren dann in der Weise 
zu deuten, da bei allen Alkaloiden etwa gleichmaBig das Eindringen 
durch Rohrzuckergehalt des Mediums erschwert, durch Kochsalz er- 
leichtert wird (Vergleich der vertikalen Versuchsreihen), daB aber be- 
trachtliche Differenzen der Empfindlichkeit gegentiber den verschiedenen 
Basen im Inneren der Blutkérperchen bestehen, je nachdem ob diese 
mit Kochsalz oder mit Rohrzucker sozusagen ,,impriigniert’’ sind 
(Vergleich der horizontalen Versuchsreihen). Hier zeigt sich unter den 
Homologen Morphin, Methyl- und Athylmorphin eine deutliche Reihe, 
insofern als der Empfindlichkeitsunterschied bei Kodein merklich gréBer 
ist als beim Morphin, wenn auch der Sprung zum Dionin noch betracht- 
licher ist. Benzylmorphin steht in dieser Beziehung dem Kodein am 
nichsten. Bei dem Morphinsulfat scheint sich das Sulfation sowohl 
an den Aufienschichten im Sinne verminderter Durchliassigkeit wie im 
Inneren der Blutkérperchen im Sinne verminderter Himolysetendenz, 
stets aber entsprechend bekannten Gesetzen in Konkurrenz zu dem 
gegenwirkenden Chloridion zu betiatigen. 

Freilich werden durch diese Betrachtungen nicht alle Ratsel gelést. Erstaun- 
lich bleibt z. B. der nachhaltige Einflu8 der Vorbehandlung oft unter Bedingungen, 
die einen Ausgleich erwarten lassen sollten. Warum etwa Rohrzuckerblutkérper- 
chen durch reichliche Mengen Chlorid in Form von Kochsalz und Dionin binnen 
24 Stunden nicht in den gleichen ,,aufgelockerten** Zustand riickverwandelt 
werden, wie Kochsalzblutkérperchen bei Gegenwart von viel weniger Chlorid 
und reichlich Rohrzucker, ist schwer verstandlich. 


Zusammenfassung. 

1. Morphin und sein Methyl-, Athyl- und Benzylderivat hamolysieren 
als Chloride kochsalzgewaschene Blutkérperchen in zunehmendem 
Grade. Bromide, Sulfate und Phosphate wirken schwacher. 

2. Waschen der Blutkérperchen mit Rohrzucker schwiicht die Wir- 
kung aller genannten Alkaloide ab, jedoch stark zunehmend in der Reihe 
Morphin - Kodein -> Dionin, so da% unter diesen Bedingungen die 
Wirksamkeit der 3 Chloride in umgekehrter Reihenfolge, also vom Dionin 
zum Morphin, anwichst. 

3. Analoge Differenzen an Rohrzucker- und Kochsalzblutkérperchen 
weist auch die Himolyse durch Ammoniumsalze auf. 

4. Zuckerblutkérperchen vom Schwein scheinen ein kleineres Vo- 
Jumen zu besitzen als Kochsalzblutkérperchen. 








Zur Chemie der Schwarzfirbung kohlenhydrathaltiger Nihr- 
béden durch den Bacillus mesentericus var. niger. 


Von 


Anna Muschel. 
(Aus dem Staatlich-serotherapeutischen Institut in Wien, Biochemische Abteilung. ) 
(Eingegangen am 6. Mai 1922. 


Der Bacillus mesentericus var. niger *) wichst auf Naihragar, ohne die 
Farbe des Naihrbodens zu veraindern, wihrend er auf Traubenzucker- 
agar sehr tippig waichst und im Verlaufe von ungefihr 5 Tagen den 
Nahrboden briiunt. Die Braunfairbung schreitet dann fort und geht in 
manchen Fallen bei 6fter iberimpften Kulturen fast bis zu einer Schwarz- 
farbung. Diese Beobachtung wurde bereits von Biel und Lunt gemacht. 
Biel beobachtete auch eine schwache Braunfirbung auf Agarkulturen, 
sowie eine Verfliissigung der Gelatine unter Graufirbung derselben. 
Auch in gekochter Starke, der etwas Pepton zugesetzt wird, gedeiht 
der Bacillus, wie Biel beobachtete, sehr gut unter Dunkelfarbung der- 
selben. Ferner zeigt eine Kartoffel, die mit Bacillus mesentericus niger 
beimpft wurde, anfangs Blaufairbung, spiter durchgehende Schwarz- 
farbung. 

Da es naheliegend war, die Dunkelfarbung der Nahrbéden auf einen 
den Melaninen nahestehenden Korper zuriickzufiihren, wurde in dem 
Naihrboden nach dem Vorhandensein einer Tyrosinoxydase gesucht, 
analog der von Abderhalden versuchten Isolierung einer Tyrosinase aus 
dem Pilze Russula delica; doch lie8 sich in dem Toluolwasserauszug 
aus beimpftem Traubenzuckeragar keine Tyrosinase nachweisen. 

Traubenzuckeragar wurde mit einer Reinkultur von Bacillus mesen- 
tericus niger beimpft. Nach einiger Zeit war der Nahrboden braun- 
schwarz geworden, die Bakterien waren tippig gewachsen. Nach 3 Wo- 
chen wurde dieser Nihrboden durch 24 Stunden bei 37° mit Toluolwasser 
extrahiert (1 ccm Toluol auf 100 cem Aqua destillata). Die braungefirbte, 
schwach alkalisch reagierende Fermentlésung, die einen an Heringslake 


*) Die Kultur wurde mir aus seiner mikrobiologischen Sammlung von Prof. 
Dr. P¥ibram zur Verfiigung gestellt, dem ich auch das vorliegende Thema sowie 
Unterstiitzung bei meiner Arbeit verdanke. 
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erinnernden Geruch zeigt, wurde nun, wie nachstehende Tabelle zeigt, 
auf verschiedene aromatische Verbindungen einwirkengelassen. 

lecem Fermentlésung 
Wirkung auf je 4ccm "/,,.-Lésung von: 
Tyrosin (®/ 99) - 


20 Stunden bei 37 


Phenol ee er 

Brenzeatechin . . ......... Nach 2 Stunden leichte Rotfairbung, 
nach 20 Stunden Braunfarbung. 

Resorcin ........... . +. Rosafirbung, dann schwache Braun- 
farbung. 

Hydrochinon ........ . . . Fast sofort Rotfarbung, nach 20 Stunden 


intensiv rot. 

Salicylsiure era 
a-Naphthol ......... ... . Schwache Braunfarbung. 
B-Naphthol 

Die Fermentlésung blaut Guajactinktur. Aus Jodkaliumlésung macht 
sie kein Jod frei. Das Ferment wirkt am besten in schwach alkalischem 
Medium. 

Die Fermentwirkung wird ahnlich wie die der Lactase von Mangan- 
und Kisensalzen katalytisch beeinfluBt, wie folgender Versuch zeigt 
(die Beobachtung erfolgte bei Zimmertemperatur) : 


0,1 cem Fermentlésung Je 1 Tropfen verdiinnte Lésung von: 
a) Mangansulfat b) Ferrosulfat 
0,3cem ®/,,-Hydrochinon .. . Sofort Rotfarbung. Nach einiger Zeit 
Braunfarbung. 
0,3 ccm ®/,)-Resorecin. . . . . . Sofort Braunfirbung. Nach einiger Zeit 
Braunfardung. 
0,3 cem ®/,)-Brenzcatechin . . . Nach einiger Zeit Violettfarbung, die 
Griinfarbung. nach einiger Zeit 


in Tiefblau um 
schlagt; im Brut- 
schrank wird die 
Farbe tiefschwarz. 

Die Fermentwirkung wird gehemmt durch Zinnchloriir. Der Toluol- 
wasserauszug aus Nahragar, der mit Bacillus mesentericus niger beimpft 
wurde, gibt ihnliche Reaktionen wie der Toluolwasserauszug aus analog 
beimpftem Traubenzuckeragar. Dagegen zeigt dieser Auszug aus 
unbeimpftem Traubenzuckeragar keine Fermentreaktionen. 

Aus diesen Versuchen scheint hervorzugehen, das der Bacillus 
mesentericus niger keine Tyrosinase, sondern eher eine Polyphenol- 
oxydase bildet. Zur Bestiitigung dieser Annahme wurde nun die Reak- 
tion verwendet, die Schulze zum Nachweis von Polyphenoloxydasen 
in Bakterienkulturen ausgearbeitet hat; doch wurde abweichend von 
der Originalvorschrift zur Lésung des «-Naphtols Normalnatronlauge 
verwendet, weil sich so viel leichter ein Uberschu8B von Alkali vermeiden 
lieB, der die Reaktionsschirfe beeintriichtigt. 


— 
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Es wurden nun nach der Methode von Schulz sowohl Toluolwasser- 
ausziige von Reinkulturen des Bacillus mesentericus niger wie auch 
Kolonien auf der Agarplatte auf ihre Oxydationswirkung gepriift. 

Wird die Lésung von «-Naphthol unter Zusatz von Normalnatron- 
lauge hergestellt, so zeigte die Reaktion nach Schulze folgendes Ergebnis : 

1,5 cem des Oxydaseveagens nach Schulze wurde mit 0,5 cem Ferment- 
losung resp. 0,5cem Aqua destillata gemischt. 

Das Réhrchen, welches die Fermentlésung enthalt, wird auf kurze 
Zeit durch die gelbe Farbe der Fermentlésung griinblau gefiarbt ; schiittelt 
man aber beide Réhrchen an der Luft, so farbt sich das Réhrchen, 
welches die Fermentlésung enthalt, dunkelblau und wird fast undurch- 
sichtig, wihrend die Kontrolle durchsichtig bleibt und eine Zwischen- 
farbe zwischen amethyst- und veilchenblau zeigt. Nach 2stiindigem 
Stehen bei 37° bleibt der Unterschied bestehen*). 

Es wurden auch Kontrollen angestellt, um zu sehen, ob nicht Ver- 
unreinigungen des Toluols auf das Oxydasenreagens einwirken, und 
andererseits, um die Reaktion von beimpftem und unbeimpftem Trauben- 
zuckeragar auf das Oxydasenreagens kennenzulernen. 

Es wurden verwendet: Eine 10 Tage alte, auf Traubenzuckeragar 
geimpfte Mesentericuskultur, ferner unbeimpfter Naihragar und un- 
beimpfter Traubenzuckeragar. Die Réhrchen wurden 24 Stunden bei 
37° mit Toluolwasser extrahiert. Auf 2 cem des Reagens nach Schulze 
wurden 0,5 ccm der Extrakte aus den verschiedenen Nahrbéden ge- 
nommen. Die Versuche zeigten folgendes Ergebnis: 

Toluolwasserauszug aus Traubenzuckeragar, der mit Bacillus mesentericus 
niger beimpft wurde. Beim Schiitteln an der Luft in 2—5 Minuten intensive Blau- 
farbung mit griinem Einschlag, wird nach einer halben Stunde bei 37° intensiver. 

Toluolwasserauszug aus unbeimpftem Traubenzuckeragar. Beim Schiitteln an 
der Luft erst nach 10—15 Minuten ganz schwache Blaufirbung; die Farbe wird 
nach einer halben Stunde bei 37° intensiver, aber nicht so intensiv wie beim Auszug 
aus der Mesentericuskultur. 

_ Toluolwasserauszug aus einem unbeimpften, zuckerfreien Nahragarrdhrchen. 
Ahnliches Resultat wie bei unbeimpftem Traubenzuckeragar. 

Kontrolle mit Toluolwasser. Keine Verainderung beim Schiitteln an der Luft; 
die urspriinglich amethystblaue Farbe wird nach einer halben Stunde bei 37° etwas 
intensiver, aber nicht dunkelblau. 

Die Oxydasenreaktion nach Schulze verwendet eine der Indophenolprobe 
nach Spitzer-Réhmann analoge Reaktion: CHLNH. 

644 2 
CeH(NHq)2 + CypH,OH + 0 = NH 
CoH OH 


CoH NH, AClyNHy 
NH +O=N 
SC ,ollgl JH Cy gO 


*) Schon die urspriingliche Lésung des Schulze-Reagens nimmt nach sehr 
kurzer Zeit beim Stehen an der Luft eine rosa- bis amethystartige Farbung an. 

















durch den Bacillus mesentericus var. niger. 573 


Das Frgebnis der Oxydasenreaktion nach Schulze in diesem Falle 
bekriftigt also die Annahme, da der Bacillus mesentericus niger eine 
Polyphenoloxydase bildet. 

Da sich aus den Versuchen ergibt, da die Oxydase besonders auf 
Brenzcatechin und Hydrochinon wirkt, wurde versucht, im Agarréhrchen 
ohne Zuckerzusatz und in solche mit Zusatz von verschiedenen Zucker- 
arten Hydrochinon resp. Brenzcatechin zuzusetzen und die Zeit des 
Kintrittes der Schwarzfirbung oder Briunung mit der Zeit zu ver- 
gleichen, in der eine solche Farbung im Niahragar eintritt, der nur die 
betreffende Zuckerlésung enthalt. Alle Rohrchen wurden beimpft. 
Wenn die Fiarbung in dem Hydrochinon- oder brenzcatechinhaltigen 
Réhrehen friiher eintritt, so ist die Annahme naheliegend, daB das 
Bakterium aus den Bestandteilen des Zuckeragars Hydrochinon oder 
Brenzcatechin oder einen diesen Dioxybenzolen ahnlichen Kérper 
freimacht, der dann durch Oxydation die braune bis schwarze larbe 
liefert. 

Die Versuchsergebnisse zeigt umstehende Tabelle. 

Es wurde nun die Wirkung des Bakteriums auf 2 sechswertige 
Alkohole und einen dreiwertigen Alkohol versucht, und zwar wurden 
zu den Versuchen Mannit resp. Dulcit und Glycerin verwendet. Da 
beide ersteren Substanzen schwer zu beschaffen waren, wuiden nur 
0,5°, zu jedem Nihragarréhrchen zugesetzt (siehe ‘Tabelle). 

Wie aus den Versuchen hervorgeht, verhalt sich Mannose anders 
als die tibrigen Zuckerarten. Dem entspricht auch das Verhalten des 
Alkohols Mannit, wiihrend ein Zusatz von dem der Galaktose ent- 
sprechenden Alkohol Dulcit eine Braunung im Nihragar hervorruft. 
Dies stimmt mit der Reobachtung von Nencki und Sieber iiberein, daB 
Mannit von Alkalien bei Bruttemperatur nicht angegriffen wird. 

Da sich eine mit Bacillus mesentericus niger beimpfte Kartoffel 
dunkel farbt und der Bacillus auch in gekochter Stirke mit Pepton- 
zusatz, unter Dunkelfirbung des Nihrbodens wichst, konnte man bei 
der Frage nach der Herkunft der Dioxybenzole oder deren Derivate, 
die vielleicht an der Dunkelfairbung beteiligt sein kunnten, auch an 
EiweiBabbau und Oxydation der Spaltpredukte denken, ahnlich wie 
bei der Entstechung der Homogentisinsiiure aus Tyrosin. 


i) OH 
OH Ou 
7] 
° . y , CH, - COOH 
| , OH 
CH, CH, = 
] | ; 
HOOC—CHNH, HOOC—CO COOH 


eR 


*) Hypothetisch. 
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576 <A. Muschel: Chemie der Schwarzfirbung kohlenhydrathaltiger Nahrbéden 


Ein ahnliches Derivat wiirde dann durch Fermentwirkung die Dunkel- 
firbung des Nahrbodens hervorrufen. 

Es wurde daher zu Nihragar resp. Traubenzuckernihragar Tyrosin 
zugesetzt und beobachtet, ob in dem beimpften Naihrboden Braun- 
firbung eintritt. é 

la. Nahragar mit 0,03°/,, T'yrosin beimpft (angesetzt am 30. XI.): 

3. XII. Leichte Briunung, Hautchen gelblich. 

7. XU. Braunung. 

1b. Nahragar mit 0,03°/o, T'yrosin, unbeimpft (angesetzt am 30. XL.): 

3. XII. bis 15. XII. Keine Veranderung. 

2a. Nahragar mit 2% Dextrose und 0,03°/5) Tyrosin, beimpft (angesetzt am 
30. XI.): 

3. XII. Ganz leichte Briunung, Hautchen griinlich. 

6. XII. Intensivere Briunung. 

8. XII. Starke Braunung. 

16. XII. Sehr starke Braunung, das Réhrchen ist undurchsichtig, die Braunung 
ist starker als bei beimpftem Traubenzuckernahragar. 

2b. Nahragar mit 2% Dextrose und 0,03°/o, Tyrosin, unbeimp/ft (angesetzt 
am 30. XI.): 

2. XII. bis 7. XII. Keine Reaktion. 

Da eine direkte Wirkung des Fermentextraktes, wie oben gezeigt 
wurde, auf das Tyrosin nicht vorhanden ist, wohl aber, wie aus den 
obigen Versuchen hervorgeht, bei Gegenwart von Spuren von Tyrosin 
durch die lebenden Bakterien eine Briunung des Nihrbodens hervor- 
gerufen wird, miissen wir die Annahme machen, dai unter den Abbau- 
produkten des Tryosin ein Kérper besteht, welcher am Benzolring 
2 Hydroxylgruppen tragt. Dieser Kérper kénnte fiir die Braunfiirbung 
verantwortlich gemacht werden. 

Um die Bestandteile der Nahrbouillon (Pepton, Extraktivstoffe des 
Fleisches) von ihrer Rolle an der Pigmentbildung auszuscheiden, wurde 
das Bakterium auf einer kiinstlichen Naihrlésung geziichtet, der die 
entsprechenden Stoffe, die man als Pigmentbildner vermutete, zugesetzt 
wurden. Verwendet wurde die Frdnkelsche Nihrlésung. Sie enthielt 
nach den Angaben der Literatur: Kochsalz 5 g, Monokaliumphosphat 
2g, Ammonium lacticum 6g, Asparagin 4g, Normalnatronlauge 
20cem und 1000 cem Aqua destillata. Statt Monokaliumphosphat*) 
wurde tertiiires Kaliumphosphat, statt Asparagin die Substanz zugesetzt, 
die man als Pigmentbildner vermutete. Das ist also einerseits das Tyrosin 
(und zwar 2g auf 1000ccm), andererseits Zucker (2%), da in den 
beimpften Rohrchen meistens bei Zuckerzusatz eine Braunung zu 
beobachten war. Die Nihrlésung wurde mit 2° festem Agar versetzt 
und zum Verfliissigen des Agars ca. 5 Stunden im Dampfsterilisator 
gekocht. 


*) Das zur Zeit nicht beschafft werden konnte. 

















durch den Bacillus mesentericus var. niger. ATF 


1. Frénkelsche Nahrlésung mit 2°, Agar, welche 2°/). T'yrosin enthalt, betmpft 
(angesetzt am 3. XII.): 
. XII. Schwaches Wachstum, leichte Rosafarbung. 


_ 


6. XII. Braunfairbung, schleimiges Wachstum. 

8. XII. Etwas intensivere Braunung, die Braunfarbung nur an der Oberflache. 

2. Frankelsche Nahrlésung mit 2°/,, Z'yrosin, beimpft (angesetzt am 3. XIT.): 
. 6. XIT. Schwaches Wachstum, Gelbfarbung. 

8. XII. Hellbraunfirbung, am Boden schwarze Partikelchen. 


. 


. Frinkelsche Nahrlésung mit 2°/5) T'yrosin, beimpft (angesetzt am 24, XIT.): 

27. XII. Schwaches Wachstum, Hautchenbildung. 

28. XII. Braunfiarbung. 

4. I. Starkere Briunung am Boden des GefaiBes Krystalle, die im Mikroskop 
als Tyrosin identifiziert wurden. 

(Unbeimpfte Kontrolle bleibt unverindert.) 

Im Falle 2 und 3 wurde ein fliissiger Nahrboden verwendet. Die alkalische 
Fliissigkeit wurde, nachdem Tyrosin zugesetzt war, nicht mehr erhitzt. 

Auch auf Frdankelsche Nihrlésungen, welche an Stelle von Tyrosin 
2°, Traubenzucker oder Milchzucker enthielten, wuchs der Bacillus 
mesentericus niger unter Braunfirbung der Lésung. 

Es muBten nun jene Bestandteile der Frdankelschen Niahrlésung, 
welche neben Zucker oder Tyrosin als Pigmentbildner in Betracht 
kommen kénnten, auf ihre Fihigkeit, Pigment zu bilden, untersucht 
werden. Zu diesem Zwecke wurde ein Nihragarréhrchen, dem 2°/og 
Ammonium lacticum Merck zugesetzt wurden, beimpft (und zwar am 
21. XII). 

22. XII. Gutes Wachstum, Hautchenbildung. 

23. XII. Keine Braunfarbung. 

24. XII. Keine Braunfirbung. 

27. XII. Ganz leichte Braunfarbung. 

Die Braunfarbung ist kaum merklich und keineswegs so intensiv 
wie die Briunung im Niahragar, welcher Zucker oder Tyrosin enthalt. 
Es kann also die Braunfirbung nicht durch Ammonium lacticum 
bedingt sein*). 

Da die Briunung vorzugsweise bei Zuckerzusatz in den Naihrbéden 
auftritt, war zu untersuchen, in welchen Spaltprodukten des Zuckers 
die Ursache der Braunfiirbung liegen konnte. 





*) Es wurde auch der Versuch gemacht, das Bacterium auf einer anderen 
Nahrlésung zu halten, und zwar einer Nahrlésung, die Abderhalden als Nihrboden 
fiir Hefe vorschligt: Magnesiumsulfat 0,5 : 1000, tertiires Kaliumphosphat | : 1000, 
Kaliumchlorid 0,5 : 1000, Ferrosulfat 0,1 : 1000, Glykose 2 : 100, Glykokoll 4 : 1000. 
Die Nahrlésung wurde beimpft am 31. XII. 

3. I. Schwaches Wachstum. 

13. I. Schwache Gelbfairbung. 

18. I. An der Oberflache vereinzelte braune Hiutchen. 

20.1. Von der Oberfliche aus Dunkelwerden der Filiissigkeit, schwarzet 
Bodensatz. 


w 
~“ 
* 
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Wie aus der Literatur hervorgeht, entsteht aus Zucker durch Ein- 
wirkung von Alkali bei héheren Temperaturen sowie durch ahnliche 
Arten der Zersetzung aromatische Kérper, wie Brenzcatechin, Proto- 
eatechusaure u. a.*). 

Es wurde nun versucht, Brenzcatechin nachzuweisen in F'rdnkelschen 
Niahrlésungen, welche Traubenzucker enthielten und mit Bacillus 
mesentericus beimpft waren. Doch waren die Ausbeuten so gering, 
daB eine Reinigung des erhaltenen Korpers unmdglich war. Er gab 
nicht die charakteristische Eisenreaktion des Brenzcatechins, wohl aber 
starke Silberreduktion, farbte sich beim Stehen an der Luft und beim 
Erwarmen mit ganz verdiinntem Alkali braun, doch ging die Braun- 
firbung nach einigen Tagen zuriick. 

Es findet sich wohl in der Literatur ein Hinweis auf einen Korper, 
das Ericinon, der neben Brenzcatechin vorkommt, und sich von ihm 
nur durch einen gréferen Sauerstoffgehalt unterscheidet. Er wurde 
von Uloth aus den Blittern von Arbutus uva ursi dargestellt. Dieser 
K6rper gab keine Eisenreaktionen, wohl aber Reduktion der Fehling- 
schen Lésung, sehr starke Silberreduktion, Braunung mit Alkalien, 
die, nachdem alles Ericinon zersetzt war, wieder verschwand. Man 
k6nnte immerhin vermuten, da} Ericinon ein Oxydationsprodukt des 
Brenzeatechin sei, analog wie das aus dem Guajacol von Bertrand 
dargestellte Tetraguajacohydrochinon. Doch waren bei der geringen 
Menge des Korpers, erhalten aus den Kulturen des B. mesentericus, 
weitere Untersuchungen nicht méglich. 

Es erschien daher in diesem Falle zweckmiaBiger, den Versuch zu 
machen, in der Frdnkelschen Nahrlésung selbst durch Farbenreaktionen 
Spuren von Brenzcatechin nachzuweisen, doch muBten vorher die vor- 
handenen Farbenreaktionen auf ihre Grenzen iiberpriift werden. 

Es kamen folgende Reaktionen in Betracht: 

1. Die Reaktion mit 4 proz. Ferrichlorid. 

Diese erwies sich als unscharf wegen der gieichzeitigen Anwesenheit von 
Milchsaure in der Frankelschen Lésung und auch nur bis zu einer Konzentration 
von 1 : 50000 deutlich. 

2. Brenzcatechinnachweis nach G. Bayer. 

1 cem der zu priifenden Lésung, 1 cem gesittigte Sulfanilsiure und 1 Tropfen 
Ferrichloridlésung (20 proz.) gaben bei héheren Brenzcatechinkonzentrationen 
Braunfirbung, bei einer Konzentration von 1 : 500 000 Gelbfarbung. 

3. P. Ehrlichs Reagens. 


*) Vgl. Allain und Gaud ( Brenzcatechin in Fehlingschen Lésungen nach Zucker- 
bestimmungen). — Gautier (Brenzcatechin und Protocatechusaure bei der Behand- 
lung von Glucose mit Barythydrat bei 240°), — Munk (wahrscheinlich Brenz- 
catechin bei der Behandlung von Glucose mit Wasser bei 200°). — Inppmann 
(Brenzcatechin in Riibenrohzucker). — Nencki und Sieber (wahrscheinlich Brenz- 
catechin bei der Behandlung einer 5proz. Dextroselésung mit 10% Natrium- 
earbonat). 

















durch den Bacillus mesentericus var. niger. 579 
*» « 


Es besteht aus 2 Lésungen: 

a) Einer 0,5 proz. Natriumnitritlésung, 

b) einer 20fach verdiinnten und mit Sulfanilsiure vollkommen gesittigten 

Salzsiure. 

250 cem der Sulfanilsiure gemischt mit 5ccm der Nitritlésung bilden das 
Reagens. Gleiche Teile von der zu priifenden Lésung und Reagens werden gemischt 
und auf einmal durch einen Uberschu8 von Ammoniak iibersattigt. Das Ehrlich sche 
Reagens wirkt auf chemisch sehr verschiedene Kérper [Mono-, Di- und Poly- 
phenole, primaire und tertiire Mono- und Diamine der aromatischen Reihe*)]. 

Von einer reinen Brenzcatechinlésung wurden Verdiinnungen bis 1 : 500 000 
gemacht. Je 1 ccm dieser Verdiinnungen mit 1 cem Fhrlichs Reagens gemischt 
und dann mit einer bestimmten Menge (ca. 0,1 com) Ammoniak alkalisch gemacht. 
Es trat eine rotbraune Farbung ein, die bei gréBerer Verdiinnung farbenschwacher 
wurde. Bei der Verdiinnung 1 : 500000 trat eine eigelbe Farbung ein. 

4. Sanios Gerbsdurereagens. 

Verwendet wurden: lccm der zu priifenden Lésung (Brenzcatechin) und 
1 Tropfen 1 proz. Kaliumbichromatlésung. Dieses Reagens zeigte sich auch nur 
bis zu Brenzcatechinkonzentrationen von 1 : 50000 empfindlich. 

5. Brenzcatechinnachweis nach Arturo Rossi. 

»2—3 cem einer Lésung von Brenzcatechin in konzentrierter Schwefelsiure 
werden mit 0,5 ccm einer 0,1 proz. resp. 0,001 proz. wisserigen Formaldehydlésung 
iiberschichtet. Im ersteren Falle entsteht ein rotvioletter Ring und eine weinrote 
Mischung, im zweiten Fall entsteht ein rétlicher, allmahlich sich vertiefender 
Ring.‘‘ 0,5 cem Brenzcatechin (1 : 1000) wurden mit 3 ccm konzentrierter Schwefel- 
sdure versetzt und nach dem Abkiihlen mit 0,5 ccm 0,1 proz. Formaldehydlisung 
iiberschichtet. Es entstand ein violetter Ring. Bei der Konzentration des Brenz- 
catechins von 1 : 100000 versagt die Reaktion. 

AuBerdem farbt die konzentrierte Schwefelséure die Zuckerlésung braun. 


Die Methode scheint also fiir den Brenzcatechinnachweis in_der 
Nahrlésung nicht geeignet zu sein. 

Von den obenerwaihnten Reaktionen sind also die empfindlichsten 
die Reaktion nach Bayer mit Ferrichlorid und Sulfanilsiure sowie die 
mit Hhrlichs Reagens. Da aber das Khrlichsche Reagens auch auf aro- 
matische Mono- oder Diamine einwirkt, konnte es zum Brenzcatechin- 
nachweis in den beimpften Niahrlésungen nicht verwendet werden, da 
diese EiweiBabbauprodukte als Stoffwechselprodukte des Bakteriums 
enthielten. 

Brenzcatechinnachweis in einer unbeimpften Nahrlésung mit 2% Milchzucker, 
welche einige Zeit im Brutschrank gestanden hatte: 

1 cem dieser Nahrlésung gibt mit 1 ccm Sulfanilsiure und 1 Tropfen 20 proz. 
Ferrichlorid einen leichten braunen Farbton, der weniger intensiv ist als die Reak- 
tion mit einer Brenzcatechinlésung 1 : 200000. Doch gibt 1 cem Aqua destillata 
mit einem Tropfen 20 proz. Ferrichlorid und 1 cem Sulfanilsiure behandelt eine 
gelbgriine Farbung, in der der braune Farbton fehlt. Der Unterschied zwischen 
der Reaktion mit Aqua destillata und der mit der Frankelschen Nahrlésung ist 
ziemlich schwach. Doch gibt 1 Tropfen Milchsiure (Kahlbaum, d = 1,21) auf 
lecm mit Aqua destillata verdiinnt und analog behandelt eine Griinfarbung. 





*) Siehe E. Nickel, Die Farbenreaktionen der Kohlenstoffverbindunger. 
Berlin 1888. 
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Es diirfte also die Milchsiure, welche die Nahrlésung durch die Zugabe von 
Ammonium lacticum und andererseits durch die Alkalizersetzung des Zuckers 
enthalt, die Reaktionsscharfe vermindern. 

Eine mit derselben Nahrlésung angestellte Reaktion nach Ehrlich gab fol- 
gendes Resultat: 

lcem der Nahrlésung mit 1 cem Ehrlichs Reagens und 0,1 com Ammoniak 
versetzt ergab eine gelbe Farbung, die aber, gegen einen hellen Hintergrund ge- 
halten, einen griinlichen Farbton zeigt. Der Farbton ist schwicher als bei einer 
Brenzcatechinverdiinnung 1 : 200000, starker als 1:500000. Zur Kontrolle 
wurde 1 Tropfen Milchsiure (Kahlbaum, d = 1,21) auf 1cem Aqua destillata 
verdiinnt und damit die Reaktion angestellt; es entstand eine Griingelbfarbung, 
die aber keinen braunen Farbton zeigt, so daB durch die Anwesenheit der Milch- 
siure in den Nahrlésungen die Reaktionsscharfe vermindert wird. 

Brenzcatechinnachweis in einer Frdnkelschen Nahrlésung mit 29% Trauben- 
aucker : 

Eine Frédnkelsche Nahrlésung, die 2% Traubenzucker enthielt, mit Bacillus 
mesentericus niger beimpft war, ca. 6 Wochen im Brutschrank gestanden hatte, und 
schwach alkalisch reagierte, wurde von den Bakterien abfiltriert, mit verdiinnter 
Salzsiure ganz schwach angesiuert und zum Brenzcatechinnachweis verwendet. 

0,5 cem dieser Lésung wurden auf 1,5 cem verdiinnt, um die braune Farbung 
der Lésung méglichst abzuschwachen. Auf Zusatz von 1 cem Sulfanilsaure entstand 
in der noch immer gelblich gefarbten Fliissigkeit eine merkliche Braunung, die 
sich auf Zusatz von 1 Tropfen 20 proz. Ferrichloridlésung kaum merklich ver- 
starkte. Die Brdunung war intensiver als die einer analog behandelten Brenz- 
eatechinlésung mit der Konzentration 1 : 100000. Vielleicht tauscht aber die 
Summation der Eigenfarbe mit der der Farbenreaktion einen héheren Brenz- 
eatechingehalt vor. 

Die Kontrolle, eine zu gleicher Zeit angesetzte Frdnkelsche Nahrlésung mit 
2% Traubenzucker, die unbeimpft ca. 6 Wochen im Brutschrank gestanden hatte 
(leider waren in dieser Lésung Schimmelpilze gewachsen), war schwach gelblich 
gefarbt und reagierte schwach sauer. Sie gab mit den gleichen Teilen Aqua destillata 
verdiinnt und mit Sulfanilsiure und 20 proz. Ferrichlorid versetzt eine schwache 
Braungelbfarbung. 

Bei den 2 letzten Versuchen konnte das Reagens nach P. Ehrlich nicht ver- 
wendet werden, weil beide Fliissigkeiten EiweiBabbauprodukte von Bakterien 
bzw. von Pilzen enthielten. 

Es wurden nun andere Reaktionen auf Brenzcatechin zur Bestatigung dieses 
Resultates versucht. Es kamen in Betracht die beiden von Bayer angegebenen 
Xeaktionen zur Verschirfung des Brenzcatechinnachweises. 


1. lecm der zu priifenden Lésung Bayer fiihrt die Reaktion bei 

leem gesattigte Sulfanilsiure Kochhitze aus, ohne die Zeit 

1 Tropfen 2 proz. Natriumbichromat- der Kochdauer naher zu_be- 
lésung ! zeichnen. 


¥ei der Brenzcatechinkonzentration * 
1 : 30000 entsteht eine weinrote Varbe, 
1 : 500 000 eine rosa Farbe, 
1 : 1 000 000 eine gelbe Farbe (Chromatfarbe). 

Diese Reaktion war jedoch in diesem Falle nicht gut brauchbar, da sie wohl 
bei héheren Brenzcatechinkonzentrationen eindeutige Resultate lieferte, jedoch 
bei sehr geringen Brenzcatechinkonzentrationen eine von der Kontrolle (1 ccm 
Aqua destillata, 1 ccm Sulfanilsiure, 1 Tropfen 2 proz. Natriumbichromatlésung) 
nur sehr wenig abweichende Farbentine lieferte. 














durch den Bacillus mesentericus var. niger. 581 


Die von Bayer modifizierte Frankel-Allers-Reaktion zum Nachweis des 
Ad saben : 
2ccm der zu priifenden Lésung, 
leem gesattigte Sulfanilsiurelésung, 
2cem ®/,o99-Kaliumbijodatlésung, 
lcem 10proz. Phosphorsaure. 


Bayer erwirmt 60 Sekunden im kochenden Wasserbad. Da aber Frankel 
beim Adrenalinnachweis das Reaktionsgemenge bis zum beginnenden Sieden 
erwairmt, so wurden die Réhrchen bei Anstellung der Probe 90 Sekunden im kochen- 
den Wasserbad belassen, da es sich in der Nahrlésung vermutlich um geringe 
Brenzcatechinmengen handelt. Bei der Konzentration von Brenzcatechin;: 


1 : 100 000 entsteht eine rétlich-gelbe Farbe, 
1 th eine rétlich-gelbe Farbe, 

1 : 625 000 eine gelbe und 

Bs nena ee eine gelbliche Farbe. 


Doch miBlang der Brenzcatechinnachweis in den beiden oberwihnten Nahr- 
lésungen nach dieser Methode, weil die Mesentericuskultur und die verschimmelte 
Nahrlésung beide eiweiBhaltig waren und ein EnteiweiSen, ohne die Spuren von 
Brenzcatechin mitzureiBen, schwer war. 

Da nach dem Vorstehenden zu vermuten war, dal} Brenzcatechin 
in Spuren in den Nahrlésungen vorhanden war, wurde die Zucker- und 
Alkalikonzentration verstarkt, um den Brenzcatechinnachweis deut- 
licher zu machen. Es wurden Frdnkelsche Nahrlosungen bereitet, welche 
den gleichen Gehalt an Kaliumphosphat und Ammonlactat (dargestellt 
aus Milchsiure (Kahlbaum, d = 1,21) durch Neutralisation mit Am- 
moniak) wie die urspriingliche Frdnkelsche Naihrlésung zeigten, dagegen 
wurde der Zucker in der Konzentration von 10°, verwendet, wiaihrend 
die Alkalinitat 10° bzw. 20% und 40° Normalnatronlauge betrug. 


Die Lésungen wurden zur Pasteurisation 1!/, Stunden bei 70° erhitzt. 

Es zeigte die Nahrlésung mit 10% T'raubenzucker und 10%, Normalnatronlauge 
nach einer halben Stunde leichte Gelbfarbung, die nach einer Stunde in Gelbbraun- 
farbung mit leichtem rétlichen Stich iiberging. 

Die Nahrlésung mit 10% Traubenzucker und 20% Normalnatronlauge zeigte 
nach einer halben Stunde Gelbfdrbung, die nach einer Stunde in Rotbraunfarbung 
iiberging. 

Die Nahrlésung mit 10° Traubenzucker und 40% Normalnatronlauge zeigte 
nach einer halben Stunde starke Rotbraunfarbung und wurde nach einer Stunde 
undurchsichtig. Die Intensitét der Farbungen in diesen Lésungen scheint also 
eine Funktion der Alkalinitaét zu sein. 

Ein Teil der 2 Nahrlésungen mit je 10% Traubenzucker und 10% resp. 20% 
Normalnatronlauge wurde mit Bacillus mesentericus niger beimpft. Der Bacillus 
wuchs in beiden Nahrlésungen sehr iippig. In der ersteren Nahrlésung schlug die 
urspriinglich rétlichgelbe Farbe in Rotbraun und Schwarzbraun um. In der zweiten 
Nahrlésung verwandelte sich die rotbraune Farbe in einen schwarzbraunen Farbton. 

Beide unbeimpften Nahrlésungen wurden mit Salzsiure neutralisiert und zum 
Brenzcatechinnachweis verwendet. 

Brenzcatechinnachweis in der Nahrlésung mit 10% Traubenzucker, 10% Normal- 
natronlauge (4g NaOH im Liter): 

Die Nahrlésung wurde bis nahezu zur Farblosigkeit, d.i. 15fach, verdiinnt. 
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Brenzcatechinnachweis mit Sulfanilsdure und 20 proz. Ferrichlorid: 

1 cem dieser 18fach verdiinnten Nahrlésung, 1 Tropfen 20 proz. Ferrichlorid- 
lésung und 1 ccm Sulfanilsiure gibt einen gelben Farbton mit griinem Stich. Wird 
eine 10fache Verdiinnung der Nahrlésung angewendet, so wird der Farbton bei 
analoger Behandlung etwas intensiver gelb. Auch dieses Reagens wurde auf reine 
Milchsiure (obiges Praparat) gepriift. 

1 Tropfen Milchsiure (Kahlbaum, d = 1,21) wurde in 10 cm Aqua destillata 
verdiinnt. 1 ccm dieser Verdiinnung gibt mit 1 ccm Sulfanilsaure und einem Tropfen 
20 proz. Ferrichloridlésung eine starke Griinfarbung. Dieses Reagens konnte, da 
die gelbbraune Farbe der Brenzcatechinreaktion durch die griine Farbe, welche 
das Reagens mit der Milchsaure liefert, nur geschwicht wurde, immerhin angewen- 
det werden. 

Brenzcatechinnachweis mit Kaliwmbijodat und Phosphorsdure: 


2ccm der 15fachen Verdiinnung der Nahrlésung, 
lccm gesattigte Sulfanilsaurelésung, 

2cem ®/s999-Kaliumbijodatlésung, 

lcem 10proz. Phosphorséurelésung 


ergeben, 90 Sekunden im kochenden Wasserbad erwarmt, einen schwach gelblicken 
Farbton, der sich merklich von der Kontrolle, d. i. 2 com der 15fachen Verdiinnung 
mit 4 ccm Aqua destillata behandelt, unterscheidet. 2 ccm der oben angefiihrten 
Milchsaiureverdiinnung wurden mit Kaliumbijodat, Phosphorsaiure und Sulfanil- 
siure analog wie oben nach Bayer behandelt, doch trat keine Farbung ein. 

Brenzcatechinnachweis in der Lésung mit 10% Traubenzucker und 20°, Normal- 
natronlauge (8g NaOH im Later): 

Die Nahrlésung wurde bis nahezu zur Farblosigkeit (ca. 50fach) verdiinnt. 

Bei der Reaktion mit Ferrichlorid (20 proz.) und Sulfanilsdéure erhalt man mit 
1 com der 50fachen Verdiinnung der Nahrlésung, 1 ccm Sulfanilsaure und 1 Tropfen 
20 proz. Ferrichloridlésung eine merkliche Gelbfarbung. Doch wird auch hier die 
Reaktionsschirfe durch die Griinfarbung, welche die Milchsaiure hervorruft, 
beeintrachtigt. 

Brenzcatechinnachweis mit Kaliumbijodat und Phosphorsdure: 

2 ccm der Nahrlésung in 15facher Verdiinnung liefern mit 2 com "/,999-Kalium- 
bijodatlésung, 1 ccm Sulfanilsiure und 1 ccm 10 proz. Phosphorsaure, 90 Sekunden 
im kochenden Wasserbad erhitzt, eine rétlichgelbe Farbe. Die Kontrolle, 2 ccm der 
Nahrlésung in 15facher Verdiinnung, ergeben mit 4 ccm Aqua destillata, 90 Sekun- 
den im kochenden Wasserbad erhitzt, wohl eine gelbliche Farbe, die aber keinen 
rétlichen Stich hat und viel weniger intensiv ist als die der nach Bayer behandelten 
Nahrlésung. 

Ebenso zeigen 2 ccm der Nahrlésung in 30facher Verdiinnung, 2 ccm "/,o99-Ka- 
liumbijodatlésung, 1 ccm Sulfanilsiure, 1 ccm 10 proz. Phosphorsaure, 90 Sekunden 
im kochenden Wasserbad erwarmt, eine rétlichgelbe Farbe, die etwas gelbstichiger 
ist als eine gleichzeitig analog behandelte Frdnkelsche Nahrlésung, welcher Brenz- 
catechin in der Konzentration von ungefahr 1 : 200 000 zugesetzt war. Die Kon- 
trolle mit Aqua destillata fiir die 30fache Verdiinnung zeigte eine ganz schwach 
gelbe Farbe (siehe nebenstehende Tabelle). 


Es ist also Brenzcatechin in beiden Nahrlésungen in geringen Mengen 
enthalten. 

Es wurde nun versucht, auch in Frdénkelschen Nahrlésungen, in 
denen einer geringere Zuckerkonzentration und dementsprechend eine 
geringere Alkalikonzentration war, das Brenzcatechin nachzuweisen. 
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584 A. Muschel: Chemie der Schwarzfirbung kohlenhydrathaltiger Nahrbiden 


Es wurden Nahrlésungen bereitet, welche denselben Gehalt an Ammonlactat 
(bereitet aus Milchsiure Kahlbaum, d = 1,21, durch Neutralisation mit Ammoniak) 
und Kaliumphosphat aufwiesen, dagegen Traubenzucker in der Konzentration 
von 4 resp, 2%, und Normalnatronlauge in der Konzentration von 5 resp. 4, 3 
und 2% enthielten. Die Lésungen wurden 11/, Stunden zur Pasteurisation auf 
75° erhitzt. 

Die Nahrlésungen mit 4°, Traubenzucker und 5 resp. 4% Normalnatronlauge 
zeigten nach dem Pasteurisieren schwache Gelbfarbung, die nach dem Stehen 
im Brutschrank intensiver wurde. 

Dagegen zeigten die Nahrlésungen mit 2° Zucker nach dem Pasteurisieren 
und nach dem Stehen im Brutschrank keine stirkere Anderung der Farbe. 

Kin Teil der Lésungen wurde beimpft. 

Die Lésungen mit 4% Traubenzucker zeigen 8 Tage, nachdem sie mit Bacillus 
mesentericus niger beimpft worden waren, Braunfirbung unter Hautchenbildung 
des Bakteriums. Nach 6 Wochen intensive Braunschwarzfairbung der Nahrlésung, 
wahrend die unbeimpfte Kontrolle zur selben Zeit nur intensiv gelb gefarbt ist. 

Die Nahrlésung mit 2% Traubenzucker und 3% Normalnatronlauge zeigt 
14 Tage, nachdem sie beimpft worden war, eine leichte Braunfdirbung unter Haut- 
chenbildung des Bakteriums, nach 6 Wochen intensive Braunfarbung. Die un- 
beimpfte Kontrolle, welche gleiche Zeit im Brutschrank gestanden hatte, zeigte 
zur selben Zeit schwache Gelbfarbung. 

Die Nahrlésung mit 2% Traubenzucker und 2% Normalnatronlauge(also die 
urspriingliche Frdnkelsche Nahrlésung) zeigt erst 3 Wochen, nachdem sie beimpft 
worden war, leichte Braunfdérbung und Beginn einer Hautchenbildung. 6 Wochen 
spiter zeigte sie intensive Braunfairbung. Nach 10 Wochen war die Nahrlésung 
schwarzbraun gefirbt und undurchsichtig. Sie reagierte alkalisch, waihrend die 
Kontrolle, welche die gleiche Zeit unbeimpft im Brutschrank gestanden hatte, 
schwach gelb gefarbt war und sauer reagierte. 

Da der Bacillus mesentericus niger auf der Nahrlésung, welche 2°, 
Zucker und 3°% Normalnatronlauge enthalt, rascher wichst als auf einer 
Nahrloésung, welche bei gleicher Zuckerkonzentration einen geringeren 
Alkaligehalt besitzt, so ist es erklarlich, daB der Bacillus mesentericus 
niger auf der urspriinglichen Frdnkelschen Nahrlésung (2% Trauben- 
zucker, 2°%, Normalnatronlauge) schlecht wichst. Dali Wachstum 
des Bakteriums auf der urspriinglichen Frdnkelschen Nahrlésung statt- 
findet, diirfte dadurch zu erkliren sein, daB es Alkali bildet, wie aus der 
sauren Reaktion der unbeimpften Frdnkelschen Niahrlésung mit 2° 
Traubenzucker und 2°, Normalnatronlauge gegeniiber der alkalischen 
Reaktion derselben Nahrlésung hervorgeht, wenn sie beimpft ist. — 
Es zeigt sich wieder, da auch diese geringen Alkalikonzentrationen 
den Zucker unter Saurebildung zersetzen*). 

*) Eine Frdnkelsche Nahrlésung mit 2% Traubenzucker und 2% Normal- 
natronlauge im Liter zeigte nach 4tagigem Stehen bei 37° neutrale oder schwach 
saure Reaktion, nach 14 Tagen verbrauchten 500 ccm dieser Nahrlésung 6 ccm 
Normalnatronlauge zur Neutralisation; nach weiterem Zusatz von 10 cem Normal- 
natronlauge blieb diese Nahrlésung noch 6 Wochen spiater alkalisch. — Die Be- 
obachtung, daB die Alkalieinwirkung auf Traubenzuckerlésung in der ersten Zeit 
bedeutender ist, wurde auch von Nencki und Sieher bei Anwendung gréBerer 
Alkali- und Zuckerkonzentrationen gemacht. 
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Ein Teil dieser Nahrlésungen wurde zum Brenzcatechinnachweis 
verwendet. 


Brenzcatechinnachweis in den unbeimpften Ndahrlésungen nach 14 Tage 
lanjem Stehen im Brutschrank: 


Brenzcatechinnachweis in der Nahrlésung mit 49% Traubenzucker und 5% 
Normalnatronlauge (2 g NaOH im Liter). 1 cem dieser Nahrlésung gab mit dem 
Bayerschen Reagens (1 ccm Sulfanilsdurelésung (frisch bereitet), 2 com ®/jo99-Ka- 
liumbijodatlésung, 1 ccm 10proz. Phosphorsiure) und 1 ccm Aqua destillata, 
90 Sekunden im kochenden Wasserbad erhitzt, eine deutliche gelbe Farbe; doch 
gab die Kontrolle, 1 ccm derselben Naihrlésung mit 5 ccm Aqua destillata, 90 Sek. 
im kochenden Wasserbad erhitzt, eine gelbliche Farbung mit braunem Ton. Nun 
wurde die gleiche Nahrlésung mit ®/,)-Schwefelsiure schwach angesauert und 1 ccm 
davon mit 5 cem Aqua destillata 90 Sekunden im kochenden Wasserbad erwarmt. 
Es entstand eine viel weniger intensive Gelbfarbung als bei der schwach alkalischen 
Kontrolle, so daB die Gelbfarbung in der Reaktion nach Bayer sich durch ihre 
Intensitat deutlich von der sauren Kontrolle unterscheidet. 

Es ist anzunehmen, dai die Gelbbraunfirbung in der schwach alkalischen 
Kontrolle von der durch das Erhitzen vor sich gehenden Zuckerzersetzung her- 
riihrt. Der Versuch wurde mit einer geringeren Konzentration der Nahrlésung bei 
gleicher Konzentration des Reagens wiederholt. 

0,5 ccm derselben Nahrlésung und 0,5 ccm Aqua destillata gaben mit dem 
Bayerschen Reagens (1 ccm Sulfanilsiurelésung, 2ccm ®/,)-Kaliumbijodatlésung, 
lecm 10proz. Phosphorsiure) 90 Sekunden im kochenden Wasserbad erhitzt, 
eine deutliche Gelbfarbung, wihrend die Kontrolle: 0,5 ccm der Nahrlésung mit 
4,5cem Aqua destillata farblos oder schwach gelblich gefarbt war. 

Brenzcatechinnachweis in der Nahrlésung mit 2°, Traubenzucker und 3% 
Normalnatronlauge (1,2 g NaOH im Liter). 1 cem dieser Nahrlésung und 1 ccm 
Aqua destillata geben mit dem Bayerschen Reagens (1 ccm Sulfanilsiure, 2 ccm 
1/9997 Kaliumbijodatlésung, 1 cem 10 proz. Phosphorsaure) 90 Sekunden im kochen- 
den Wasserbad erhitzt, eine Gelbfarbung, die der Farbe sehr ahnlich ist, welche die 
15fach verdiinnte Frdnkelsche Nahrlésung mit 10% Traubenzucker und 10% 
Normalnatronlauge nach Bayer behandelt gibt. 

Die Kontrolle: 1 cem der Nahrlésung mit 2°, Traubenzucker und 3° Normal- 
natronlauge, gibt mit 5 cem Aqua destillata 90 Sekunden im kochenden Wasserbad 
erhitzt, gleichfalls eine gelbbraune Farbe. 

Bei verminderter Konzentration der Nahrlésung und gleicher Konzentration 
des Reagens hatte die Reaktion folgendes Ergebnis: 

0,5 ccm der Nahrlésung mit 2° Traubenzucker und 3% Normalnatronlauge 
zeigten mit 0,5 cem Aqua destillata und dem Bayerschen Reagens (1 cem Sulfanil- 
sdure, 2 ccm 2/j999-Kaliumbijodatlésung, 1 cem 10 proz. Phosphorsaure), 90 Sekun- 
den im kochenden Wasserbad erhitzt, eine Gelbfarbung, wahrend die dazugehdérige 
Kontrolle (die Nahrlésung in derselben Konzentration mit Aqua destillata ver- 
diinnt) nahezu farblos war. 

Brenzcatechinnachweis in der Nahrlésung mit 2° Traubenzucker und 2% 
Normalnatronlauge (0,8 g NaOH im Liter) (gleiche Konzentration, verminderter 
Alkaligehalt). 1 cem dieser Nahrlésung und 1 ccm Aqua destillata geben mit dem 
Bayer schen Reagens (1 ccm Sulfanilsiurelésung, 2 ccm ®/ 199)-Kaliumbijodatlésung, 
lcem 10proz. Phosphorsiure), 90 Sekunden im kochenden Wasserbad erhitzt, 
eine gelbe Farbe mit rétlichem Stich, welche sehr ahnlich ist der Farbe einer analog 
behandelten Nahrlésung, welcher Brenzcatechin in einer Konzentration von 
ca. 1 : 500000 zugesetzt war. 
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Die Kontrolle: 1 ccm der Nahrlésung mit 2% Traubenzucker und 2% Normal- 
natronlauge und 5ccm Aqua destillata war nach 90 Sekunden langem Erhitzen 
im Wasserbad farblos oder schwach gelblich. 

Brenzcatechinnachweis in den oberwahnten Nahrlésungen mittels Sulfanilsdure 
und 20 proz. Ferrichlorid (die Nahrlésungen wurden vorher ganz schwach angesauert) 

leem der Nahrlésung mit 4% Traubenzucker und 5% Normalnatronlauge 
gibt mit 1cem Sulfanilsiurelésung, 1 Tropfen 20 proz. Ferrichloridlésung eine 
Gelbfarbung, die einen griinen Stich zeigt. 

lcem der Nahrlésung mit 2% Zucker und 3% Normalnatronlauge gibt mit 
1 ccm Sulfanilsaurelésung, 1 Tropfen 20 proz. Ferrichloridlésung eine etwas schwa- 
chere Gelbférbung mit griinlichem Stich. 

leem der Nahrlésung mit 2% Traubenzucker und 2° Normalnatronlauge 
gibt mit 1ccem Sulfanilsdurelésung, 1 Tropfen 20 proz. Ferrichloridlésung eine 
intensivere Gelbfdrbung. Diese unterscheidet sich ein wenig durch einen griinen 
Farbton von der Farbung einer Nahrlésung, welcher Brenzcatechin in einer Kon- 
zentration von ungefaihr 1 : 500 000 zugesetzt worden war. 

Zur Kontrolle wurde 1 ccm einer reinen, sehr stark verdiinnten Brenzcatechin- 
lésung mit 1 Tropfen Milchséure (Kahlbaum, d = 1,21) versetzt. Nach Zusatz 
von 1 ccm Sulfanilsiure und 1 Tropfen 20 proz. Ferrichloridlésung entstand eine 
Griingelbfarbung, die der Farbung sehr ahnlich ist, welche die Nahrlésung mit 
4% Traubenzucker und 5% Normalnatronlauge bei der Reaktion mit Sulfanilsiure 
und Ferrichlorid gibt (vgl. Tabelle). 


Es diirften also auch in den Nahrlésungen mit geringerem Zucker- 
und Alkaligehalt in sehr geringen Mengen Konzentrationen von Brenzcate- 
chin vorhanden sein, aller Wahrscheinlichkeit nach unter 1 : 200 000. 


Da aber reine Brenzcatechinlésung in der Konzentration 1 : 100 000 
oder 1 : 200 000 sich beim Stehen an der Luft und auch im Brutschrank 
nicht merklich verindert, so konnte die braune Farbe der beimpften 
Nahrlésung unter der Voraussetzung, daB Brenzcatechin der farb- 
bildende Bestandteil ist, dadurch entstehen, daB nach und nach eine 
Anreicherung der Oxydationsprodukte des Brenzcatechins in der Nahr- 
lésung stattfand, bis die Braunfirbung entstand. 

Doch war auch zu versuchen, wie die organischen Derivate des 
Ammoniaks (die Amine und Aminosiuren), welche beide im Stoffwechsel 
auftreten kénnen, mit dem Brenzcatechin reagieren. Zu diesem Zweck 
wurde von Glykokoll, Tyrosin, Leucin eine Lésung von 1 : 1000 mit 
20cem Normalnatronlayge im Liter bereitet, von Glycyltryptophan 
(Fermentdiagnosticum Kalle & Co., Biebrich), eine Lésung von 1 : 500 
mit dem gleichen Alkaligehalt hergestellt. 

Es wurden Versuche mit Brenzcatechin in der Konzentration | : 10 000 und 


1 : 100000 angestellt, wobei sich folgende Ergebnisse zeigten: 
Es wurden verwendet: 


Brenzcatechin 1:10000....... leem 
Alkalisalzlésung der Aminosiure . . . lccm 


Bei gewohnlicher Temperatur war die Kontrolle: 1 ccm Brenzcatechin 1 : 10 000, 
icem Aqua destillata und 0,02 com Normalnatronlauge am intensivsten gefarbt, 
und zwar hellbraun. 
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Sodann wurden die Réhrchen eine Stunde bei 70° erhitzt und am nachsten 
Tag beobachtet. Am intensivsten war das Réhrchen mit Glykokoll gefarbt (hell- 
braun), weniger stark die Réhrchen mit Tyrosin und Glycyltryptophan, schwacher 
noch das Leucinréhrchen und die alkalische Brenzcatechinlésung. 

Die Kontrollen, je 1 ccm Alkalisalzlésung der Aminosiuren und 1 cem Aqua 
destillata zeigten bei gleicher Behandlung keine Farbung bis auf das Glycyltrypto- 
phan, welches eine ganz leichte Gelbfarbung aufwies. 

Nun wurde die Brenzcatechinkonzentration vermindert : 


lecem Brenzcatechin 1 : 100 000 
leem Alkalisalzlésung der Aminosauren 


wurden | Stunde bei 70° erhitzt. Hier zeigte die intensivste Farbung das Tyrosin- 
rohrehen (braun), weniger intensive Farbe das Glykokollréhrchen (hellbraun), 
noch schwacher gefarbt waren die alkalische Brenzcatechinlésung und die Réhrchen 
mit Glycyltryptophan und Leucin. 

Es wurden nun die Brenzcatechin und zugleich die Konzentration der Amino- 
siuren vermindert. 


Brenzcatechin 1: 100000 ..... O,5ecm 
Alkalisalzlésung der Aminosiuren . 0,1 ccm 
Aqua destillata. ......... 0O,4ccm 


wurden 1 Stunde bei 70° erhitzt. Hier war am intensivsten das Réhrchen mit 
Tyrosin gefarbt (schwach hellbraun), weniger intensiv das Réhrchen, welches Glyko- 
koll enthielt, noch schwicher das Réhrchen mit Glycyltryptophan, die alkalische 
Brenzcatechinlésung und das Leucinréhrchen. 

Der Versuch wurde in analoger Weise wiederholt, doch wurden nur Brut- 
temperaturen (37°) angewendet. Die Versuche wurden mit BrenzcatechinJésung 
1: 10000 und 1: 100000 angestellt und zuerst bei gewdhnlicher Temperatur, 
dann nach 2tagigem Stehen im Brutschrank beobachtet. 

1 cem Brenzcatechin 1 : 10 000 wurden mit 1 cem Alkalisalzlésung der Amino- 
siure (resp. Amin) versetzt. Beim ZusammengieBen der Alkalisalzlésung der 
Aminosaure mit der Brenzcatechinlésung entsteht eine Rosafarbung, die in ca. 
1 Stunde in Gelb umschligt. Auch die Brenzcatechinlésung 1 : 10 000 wird, mit 
0,02 com Normalnatronlauge und 1 ccm Aqua destillata versetzt, rosa gefirbt; 
die Farbung geht aber dann rasch in Braungelb iiber. Die Réhrchen sind ungefahr 
gleich stark, eher schwiacher gefarbt als die alkalische Brenzcatechinlésung. Nach 
2 Tage langem Stehen im Brutschrank waren am intensivsten gefarbt das Glykokoll- 
réhrchen (braun), weniger intensiv das Tyrosinréhrchen (gelbbraune Farbe), noch 
schwicher die Réhrchen mit Phenylithylamin, alkalischer Brenzcatechinlésung, 
Trimethylamin, Glycyltryptophan und Leucin. Nun wurde die Konzentration 
des Brenzeatechins und der Aminosduren wieder vermindert, und zwar wie folgt: 


Brenzeatechin 1:100000 ........... 0,ecem 
Alkalisalzlésung der Aminoséuren (resp. Amin.) . 0,1 ccm 
PU NIN ie wr ok eae ee we em 


Bei gewohnlicher Temperatur war das Glykokollréhrchen am intensivsten 
gefirbt, weniger intensiv das Tyrosinréhrchen, noch schwacher das Leucinréhrchen, 
die Réhrchen mit Glycyltryptophan, Trimethylamin, Phenylathylamin, wahrend 
die alkalische Brenzcatechinlésung nahezu farblos war. Nach 2 Tage langem Stehen 
im Brutschrank zeigte das Glykokollréhrchen die intensivste Farbe (gelb), schwacher 
gelb gefarbt waren die Réhrchen mit Tyrosin, Phenylathylamin, Trimethylamin, 
Glycyltryptophan und Leucin, und fast ganz farblos war wieder die alkalische 
Brenzcatechinlésung. 
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Da sich auch eine Friankelsche Nahrlésung, die statt Traubenzucker Tyrosin 
enthalt, nach dem Beimpfen braunt, so war es naheliegend, die Einwirkung der 
Aminosduren auch auf Hydrochinon zu untersuchen, indem ja durch Abbau des 
Tyrosins ein Derivat des Hydrochinons entstehen konnte. 

Es wurde je 1 cem einer Hydrochinonlésung 1 : 10 000 mit 1 cem der Alkali- 
salzlésung der Aminosiuren versetzt. Zur Kontrolle wurde 1 cem Hydrochinon- 
lésung (in der Konzentration 1 ; 10000) mit 1 cem Aqua destillata und 0,02 cem 
Normalnatronlauge versetzt. Es trat in allen Réhrchen intensive Gelbfarbung 
ein, die aber sofort abblaBte und nur im Glykokollréhrchen einer rotvioletten 
Farbe wich. 

Nach 20 Stunden langem Stehen bei gewohnlicher Temperatur war das Roéhr- 
chen mit Glykokoll rotbraun gefairbt, das mit Tyrosin und Leucin war rotbraun, 
aber schwicher, gefirbt, das Réhrchen mit Glycyltryptophan war gelbrétlich 
gefairbt, die alkalische Hydrochinonlésung jedoch zeigte gelbe Farbe. Nach 14 Tage 
langem Stehen im Brutschrank war das Roéhrchen mit Glykokoll rotbraun gefarbt, 
etwas schwicher rotbraun das Réhrchen mit T'yrosin, schwach rotbraun das Rohr- 
chen mit Leucin, gelbrétlich das Réhrchen mit Glycyltryptophan, die alkalische 
Hydrochinonlésung aber war gelb mit schwach rétlichem Einschlag. 

Die Aminosiuren zeigen also farbverstirkende Wirkung bei der 
Firbung stark verdiinnter alkalischer Lésungen von Brenzcatechin 
und Hydrochinon. Das Hydrochinon reagiert mit den Aminosiuren 
noch intensiver als das Brenzcatechin, Diese farbverstirkende Wirkung 
diirfte durch Entstehen von Kondensationsprodukten aus Aminosiiuren 
und den beiden Dioxybenzolen zu erkliren sein. Diese Annahme gewinnt 
an Wahrscheinlichkeit, wenn man daran denkt, daB die Kondensation 
iiber die Bildung von Derivaten des Pseudoindoxyls gehen kénnte. 


Zusammenfassung. 

Der Bacillus mesentericus var. niger wichst auf Nihragar ohne Zu- 
siitze von Kohlenhydraten, mehrwertigen Alkoholen oder Aminosiuren, 
welche Benzolderivate sind, ohne die Farbe des Nihrbodens wesentlich 
zu verindern, wahrend er auf Nahrbéden mit derartigen Zusitzen 
(Dextrose, Mannose, Galaktose, Liaivulose, Lactobiose, Saccharose, 
Glycerin, Dulcit, Mannit, Tyrosin) unter Dunkelfairbung des Nihrbodens 
wichst (fiir Kohlenhydrate von Biel und Lunt beobachtet). Unter 
Zuhilfenahme eiweibfreier Nihrmedien wurde gezeigt, da} die Schwarz- 
firbung durch Koérper der Benzolreihe bedingt ist, welche den Dioxy- 
benzolen (o- und p-Verbindungen) nahestehen und wahrscheinlich 
Kondensationsprodukte dieser mit Aminosiuren bilden. Daraus diirfte 
sich die farbverstirkende Wirkung besonders der Aminosiuren und auch 
der Amine bei der Zusammenwirkung mit Brenzcatechin und Hydro- 
chinon erklaren., 

Diese Tatsachen wurden zum Teil durch eigene Versuche belegt 
(Verwendung verschiedener Zusiitze zu Naihrbéden und Beobachtung 
der Beschleunigung der Farbstoffbildung — Nachweis von Brenz- 
catechin als Umwandlungsprodukt verdiinnter, schwach alkalischer 
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Zuckerlésungen — Beobachtung der farbverstirkenden Wirkung von 
Aminoséuren resp. Aminen bei der Oxydation sehr verdiinnter Brenz- 
eatechinlésungen), zum Teil durch Literaturstudien gestiitzt. (Nachweis 
von Brenzcatechin und Milchsiure in alkalischen Zuckerliésungen 
durch Allain und Gaud, Nencki' und Sieber, Gautier u. a. m.) 

Der ganze Vorgang der Schwarzfarbung kohlenhydrathaltiger Nahr- 
béden durch die Wirksamkeit des Bacillus mesentericus niger laBt sich 
nach dem Gesagten als fermentative Beschleunigung (Beweis durch 
Fermentnachweis) eines im Nahrboden unter den gegebenen Bedingungen 
spontan ablaufenden Vorganges auffassen, dessen einzelne Phasen 
chemisch etwa folgendermaBen zu charakterisieren sind: In alkalischen 
Zuckerlésungen kann aus Zucker durch Alkali bei 37° Milchséure 
abgespalten werden (Nencki und Sieber, Allain und Gaud u. a.). Daneben 
bilden sich auBer anderen organischen Saiuren auch aromatische Kérper 
(Protocatechusiure, Gautier, Brenzcatechin, Allain und Gaud, Dioxy- 
phenylpropionsaure, Allain und Gaud). Bei hoher Temperatur oder 
durch kraftige Alkalieinwirkung kann die Bildung dunkler Oxydations- 
produkte aus den durch die Zersetzung entstandenen Dioxybenzolen 
erreicht werden. — Bei 37° und maBiger Alkalieinwirkung tritt spontan 
keine Dunkelfairbung ein. Die Wirkung des Bacillus mesentericus niger 
bewirkt letzten Endes nicht eine einfache Oxydation der Dioxybenzole, 
sondern folgende Veriinderungen des Mediums, durch welche die Schwarz- 
farbung der Dioxybenzole geférdert wird. Einerseits wird die Neutrali- 
sation der alkalischen Zuckerlésung durch die sich spontan abspaltenden 
organischen Saéuren dadurch verhindert, daB Alkali gebildet wird, so daB 
die Lésung geniigend lang alkalisch bleibt; andererseits entstehen im 
Nahrmedium Amine und Aminosiuren durch die kraftige Reduktions- 
wirkung des Bacillus, welche die Dunkelfirbung stark verdiinnter 
Lésungen von Dioxybenzolen (insbesondere der p-, auch der o-Ver- 
bindungen) bewirken (Bildung von Kondensationsprodukten ¢). 
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Uber eine Reaktion des Harnstoffes mit p-Dimethylamidobenz- 
aldehyd. 


I. Mitteilung’). 


Von 


H. K. Barrenscheen und 0. Weltmann. 
(Aus dem Med.-chemischen Institut und der III. Med. Klinik der Universitat Wien. ) 
(Eingegangen am 8. Mai 1922.) 


Versetzt man stark verdiinnten normalen Harn — bei niedrig ge- 
stelltem Harn kann auch der unverdiinnte verwendet werden — mit 
einigen Tropfen Aldehydreagens nach P. Ehrlich (p-Dimethylamido- 
benzaldehyd in salzsaurer Lésung), so tritt momentan eine mehr minder 
intensive zeisiggriine Farbung auf, die bei einigem Stehen noch zunimmt. 
Uber diese Farbreaktion hat der eine von uns in der Sitzung der Gesell- 
schaft fiir innere Medizin und Kinderheilkunde vom 16. VI. 1921?) 
kurz berichtet, ohne damals eine Erklairung dafiir geben zu kénnen. 
Diese Reaktion, die merkwiirdigerweise bis dahin iibersehen wurde, 
tritt in allen Harnen, auch nach Entfairbung mit Tierkohle, auf. Es 
kann sich demnach nur um einen normalen Harnbestandteil handeln, 
der an dieser Farbstoffbildung beteiligt ist. Wir sind der Reaktion 
nun systematisch nachgegangen und konnten feststellen, daB es der 
Harnstoff ist, der sie bedingt. 

Kein anderer normaler Harnbestandteil gibt die Reaktion. Unter- 
sucht wurden Harnsiure, Purinbasen (Xanthin, Guanin usw.) und deren 
Abkémmlinge, das Guanidin und die Guanidinderivate Kreatin und 
Kreatinin, eine Reihe von Aminosauren, carbaminsaure Salze, Ammon- 
salze. Keiner dieser Kérper zeigt die Reaktion. Eine Ausnahme macht 
einzig das Allantoin, doch soll auf diese Verhaltnisse in einer spiteren 
Arbeit eingegangen werden. 


1) In einer soeben erschienenen Arbeit (Klin. Wochenschr. 1922, H. 18) be- 
schreibt Meyer-Estorf als ,,griine Benzaldehydreaktion“ diese von uns seit langerer 
Zeit schon festgestellte Harnstoffreaktion. (Meyer-Estorf nimmt als Trager der 
Reaktion vermutungsweise einen Kérper der Indolreihe an). Wir sehen uns daher 
veranlaBt, diesen Teil unserer Arbeit, der vor allem die praktische Verwendung 
der Reaktion beinhaltet, schon jetzt zu veréffentlichen. 

2) Weltmann und Tenschert, Wien. med. Wochenschr. 1922, H. 18. 
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Priift man die Reaktion mit reinen Harnstofflésungen, so 1aBt sich 
zeigen, daB sie eine relativ hohe Empfindlichkeit besitzt. Geht man 
von 10cem einer 0,01 mol. Harnstofflésung aus und stellt in einer arith- 
metischen Reihe Verdiinnungen mit der Differenz von 0,5 ccm her, 
so laBt sich zeigen, daB die Reaktion noch bei dem 19. Glied der Reihe, 
entsprechend einer 0,001 mol. Verdiinnung, deutlich positiv ist. Bei einer 
0,0005 mol. Verdiinnung fallt die Probe negativ aus. Nehmen wir die 
0,001 mol. Lésung als oberste Grenze, so entspricht das einer Verdiinnung 
von 1: 16 666, mit anderen Worten, es lassen sich durch die Reaktion 
noch 0,6 mg Harnstoff in 10 ccm bzw. 0,06 mg in 1 ccm nachweisen. 
Wie die Verhaltnisse der Empfindlichkeit im Harne liegen, dariiber 
haben wir vorlaufig noch keine Erfahrung. Wir wissen nur, da8 normaler 
Harn in 200—1000facher Verdiinnung die Reaktion noch erkennen 
laBt. Fiir das mit Trichloressigsiure enteiweiBte Serum konnten wir 
eine wesentlich geringere Empfindlichkeit der Reaktion erweisen als 
den angefiihrten Zahlen, die sich auf wiisserige Lésungen reinen Harn- 
stoffes beziehen, entspricht. 

Die Reaktion mit reinem Harnstoff lat sich auch in alkoholischer 
Lésung durchfiihren. Wesentlich fiir ihr Zustandekommen ist nur die 
Gegenwart von freien H-Ionen. Versetzt man eine alkoholische Harn- 
stuiflésung mit einer Auflésung des Aldehyds in Alkohol, so tritt nach 
Zusatz von freier Siure die intensiv gelbgriine Farbung auf. Die Natur 
des Saiureanions scheint vollkommen gleichgiiltig zu sein. Wir ver- 
wendeten gasférmige und konzentriert wisserige HCl, ferner HNO,, 
H,SO,, H,PO,, Eisessig mit dem gleichen Erfolg. Zusatz von 40 proz. 
Formaldehydliésung im Uberschu8 hemmt die Reaktion im Gegensatz 
zur Urobilinogenprobe nicht. Durch Alkali wird die Firbung unter 
gleichzeitiger Fallung des Aldehyds zerstért. Uber den Chemismus 
der Reaktion sind Untersuchungen des einen von uns im Gange und 
stehen vor ihrem unmittelbaren AbschluB. 

Abgesehen von dem theoretischen Interesse kommt der Reaktion 
auch praktische Bedeutung zu. Wir haben unsere Untersuchungen nach 
Sicherstellung des Harnstoffes als Traiger der Farbstoffbildung zunachst 
auf den Harnstoffnachweis im Serum gerichtet und sind dabei zu Er- 
gebnissen gekommen, die in Tabelle I zusammengestellt sind. Unsere 
Untersuchungen erstrecken sich bis jetzt auf 45 Fille, darunter 4 Fille 
von chronischer Nephritis mit schwerer Azothimie. In samtlichen 
Fallen wurde der Rest-N nach der Preglschen Mikro-Kjeldahlmethode 
unter Verwendung von 2 ccm des Filtrates der Trichloressigsiurefallung, 
entsprechend lccm Serum, bestimmt. Die parallel durchgefiihrte 
Aldehydreaktion wurde mit 1 ccm des Filtrates und 2 Tropfen des 
Reagens angestellt; doch laBt sich die Probe einwandfrei auch mit 
geringeren Mengen Serumfiltrates durchfiihren. In allen Fallen, bei 
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Tabelle I. 
Alde- Alde- 
Fall Klinische Diagnose Rest-N hyd- Fall Klinische Diagnose Rest-N m4 
Nr. mg-% |reaktion§ Nr. mg-% reaktion 
1 | Carcinom d. Gallen- 24 Schwangerschafts- 
a” ee oe nephritis . . . .| 40 
2 | Sekund. Schrumpf- 20} Apia . . ws «| 26 
Os 6 ts oo te +++826 Cystitis .....| 28 
3 ||Nephrose. . . . 23 27 Neurose.. : 34 — 
4 Genuine Se brumpf- 28 Jcterus catarrhalis . 24 
niere. . . -| 54 { 29  Benigne Nephro- 
5 | Chron. Bronchitis . 22 geienose . ww jl 4d 
6  Akute diffuse Glo- 30 Combustio....| 31 
merulonephritis .| 41 | + 31 Scrophuloderma. .| 23 
7 Cysto-pyelonephrit.| 41 + 32 Lupus — erythema- 
8 Blande Hypertonie 39 t wee Sc ke | 
9 | Sekund. Schrumpf- 33 Lupus vulgaris . .| 26 
niere. . 184 +++ 34 Trichophytie...)| 41 
10 Benigne Nephro- 35 Akute diffuse Glo- 
sklerose . . 62 ++ merulonephritis .| 37 
11 | Luese erebrospinalis 19 | 35a Dieselbe, 2 Stunden 
12  Blande Hypertonie 36 t nach Eingabe von 
13 Pe “a 29 10¢ Harnstoff. .| 56 
14. Tumor abdominis . 36 t 36 §=«Vitium cordis. . .| 24 
is. eaereeers ae 37 Akute diffuse Glo- 
16 Tabes dorsalis . . 31 merulonephritis .| 59 
17 Kyphoskoliose . . 23 38 Multiple Sklerose . 26 
18 | Sekund. Schrumpf- 49 Pleuritis exudativa 30 
niere. . 119 |+-++] 40 Arteriosklerose . . 38 
19 Akute diffuse Glo- | 4): AO = 5, fe | ee 
merulonephritis 29 42 Carcinoma _ ventri- 
20 Gastritis chronica. | 22 cull ed ee” 
21 | Bronchiektasie 20 3 Schrumpfniere . ., 105 
22 | Mitralsten., Hyper- 44 Benigne Nephro- 
POE Pete a ls 38 t i 35 r? 
23 | Mitralstenose. . . 31 45 Subakute Nephritis 46 





denen ein Rest-N iiber 36—40 mg-°, gefunden wurde, fiel die Reaktion 
positiv aus. Diese Grenzwerte zeigen gegen Kontrollproben einen deut- 


lich griinlichgelben Stich, bei hohem Rest-N tritt eine intensive griingelbe 


Farbung auf. Die Unterschiede im Ausfall der Reaktion sind in der 
Tabelle durch die Bezeichnung +—-+-+-+ angegeben. Sie sind so 


deutlich, daB eine Schitzung des Harnstoff- bzw. Reststickstoffgehaltes 
moglich ist. Wir konnten uns bei getrennt durchgefiihrter Aldehyd- 
reaktion und Rest-N-Bestimmung immer wieder davon iiberzeugen, 
daB die schitzungsweise Angabe der Rest-N-Vermehrung mit den tat- 
sichlich gefundenen Zahlen eine geniigende Ubereinstimmung zeigt. 
Praktisch kommt der Reaktion zugute, daB ihre Grenze im Trichlor- 
essigsiurefiltrat des Serums mit der als normal angesehenen Schwelle 
des Rest-N fast genau zusammenfallt. Uberblickt man die Literatur- 
angaben iiber den Rest-N-Gehalt beim Normalen, so finden wir bei 


38* 


4 
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Bang') Werte zwischen 190—390 mg-°/o9, im Durchschnitt 250 mg-°/9 
bei Gettler und Baker?) 300—450 mg-°/,,, nach Folin *) 280—300, maximal 
417 mg-°/,9; nach den Untersuchungen von F. S. Hammett*) aus der 
letzten Zeit den durchschnittlichen Wert von 351 mg-°/),. Von diesem 
Rest-N entfallen ca. 50°, auf den Harnstoff, nach Hammett rund 
171 mg-°/4,. Nehmen wir 350 mg-°/,) als normalen Durchschnittswert 
des Reststickstoffs, so zeigt sich, daB der positive Ausfall der Aldehyd- 
reaktion schon eine Erhéhung der normalen Harnstoffwerte anzeigt. 
Da die Vermehrung des Rest-N zum gréBten Teil durch eine Re- 
tention von Harnstoff bedingt ist, findet auch der starke Ausfall der 
Probe bei den hodheren Graden der Rest-N-Vermehrung seine Er- 
klarung. Dadurch gewinnt unzweifelhaft die praktische Bedeutung der 
Probe. 

Sie versetzt uns in die Lage, uns durch einfache qualitative Reaktion 
iiber den Harnstoffgehalt des Serums rasch und einwandfrei zu orien- 
tieren und diirfte auch dem praktischen Arzte niitzlich sein, da sie ein 
Auskommen mit geringen Blutmengen gestattet und keinerlei Labora- 
toriumseinrichtung oder technisches Kénnen voraussetzt. 

Auffallend ist, daB im Serum bei der von uns geiibten Methode der 
EnteiweiBung mit Trichloressigsiure der Schwellenwert fiir den posi- 
tiven Ausfall der Probe weit tiefer liegt als bei reinen Harnstofflésungen. 
Wiahrend diese noch einen positiven Ausfall der Probe bei einer Ver- 
diinnung von 6 mg auf 100 ccm Wasser ergaben, liegt hier die oberste 
Grenze bei einer Verdiinnung, die rund 40 mg Harnstoff in 100 ccm 
entspriche. Untersuchungen, welche dieses verschiedene Verhalten 
aufkliren sollen, sind im Gange, ebenso Versuche, die Methode fiir die 
Liquordiagnose brauchbar zu machen und evtl. sie zu einer quanti- 
tativen zu gestalten. 


Zusammenfassung. 


1. Die in verdiinnten Harnen nach Zusatz von P. Ehrlichs Aldehyd 
auftretende Gelbgriinfirbung ist durch Harnstoff bedingt. AuBer 
Allantoin zeigt kein anderer Harnbestandteil die Reaktion. Zu dem 
Zustandekommen der Reaktion ist die Gegenwart freier H'-Ionen nétig, 
das Siureanion scheint ohne EinfluB zu sein. 

2. In mit Trichloressigsiure enteiweiBtem Serum tritt die Reaktion 
bei einem Reststickstoffgehalt, der 36—40 mg-°/, iiberschreitet, auf 
und kann als einfacher qualitativer Nachweis von vermehrtem Rest-N 
Verwendung finden. 





1) Bang, Einige Methoden usw. Wiesbaden, Bergmann. 
2) Gettler und Baker, Journ. of biol. chem. 25. 

3) Folin und Denis, ebenda 11, 12 und 38. 

‘) F. S. Hammett, ebenda 41. 
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Nachtrag bei der Korrektur. 

In weiterer Verfolgung der praktischen Auswertung der Reaktion fiir 
die Schitzung des Rest-N im Serum hat es sich als vorteilhaft erwiesen, 
die Menge des Aldehydreagens, die wir zu lecm Serumfiltrat zusetzen, auf 
4—5 Tropfen, ca. 0,25cem, zu erhéhen. Ein dariiber hinausgehender 
Zusatz des Reagens kann durch die Eigenfarbe der Aldehydlésung zu 
Tauschungen fiihren. Unsere Ergebnisse haben wir fortlaufend an dem 
Material des medizinisch-chemischen Institutes nachgepriift- In nunmehr 
rund 100 Fallen — darunter neu hinzugekommen 5 Fille von Nephritis 
mit hochgradiger Azothimie, ein Fall von Sublimatvergiftung, 2 Fille von 
Eklampsie — konnten sie ausnahmslos bestatigt werden. Aus Griinden der 
Raumersparnis sehen wir von einer tabellarischen Veréffentlichung dieser 
Resultate ab. Auf eine mégliche, allerdings seltene Fehlerquelle méchten 
wir kurz hinweisen. Unter den zahlreichen, von uns untersuchten Seren 
kamen uns bisher zwei unter — in beiden Fallen handelte es sich um 
schwere Stauungszustande mit Zyanose und Stauungsleber —, bei denen 
nach Zusatz des Aldehydreagens eine eigentiimliche Gelbrotfairbung auf- 
trat, die im Verlauf einiger Stunden in ein ausgesprochenes Eosinrot mit 
starker griiner Fluoreszens iiberging. Die Lésung zeigte spektroskopisch 
eine diffuse Verdunklung vom Griin angefangen, ohne erkennbare Ab- 
sorptionsstreifen. Bei langerem Stehen fiel der Farbstoff in amorphen 
Flocken aus. Mangel an Material verhinderte uns bisher, dieser Farb- 
stoffbildung, iiber deren chemische Natur wir vorliufig keine Vermutung 
aiuBern wollen, weiter nachzugehen. 

Zur Aufklirung der ,,griinen Benzaldehydreaktion “ in ikterischen 
Harnen, die Meyer-Estorf (|. c.) beschreibt, méchten wir bemerken, daB 
es sich nach unseren Untersuchungen um nitrithaltige Harne handelt. 
Durch die Salzsiiure des Aldehydreagens kommt es zur Bildung freier 
HNO,, welche die Oxydation des Bilirubins zu Biliverdin bewirkt. 














Die Chlorverteilung zwischen Blutkérperchen und Plasma und 
der Einflu8 der Kohlensiurespannung auf dieselbe. 


Von 
Z. Dische. 


(Aus der III. Medizinischen Abteilung und dem Chemischen Laboratorium des 
Kaiserin Elisabeth-Spitales in Wien.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1922.) 


Seitdem W. Falta und M. Richter-Quittner iiber eine gréBere Reihe 
von Versuchen berichtet haben, in denen sie zeigen konnten, daB beim 
Menschen und bei allen von ihnen untersuchten Tierarten die Blut- 
kérperchen unter normalen Verhaltnissen keine oder nur geringe Mengen 
von Chlor enthalten, haben sich eine Anzahl Autoren mit dieser Frage 
beschiftigt. 

Sowohl #. K. Warburg als auch Wiechmann haben sich gegen die Annahme 
von Falta und Richter-Quitiner ausgesprochen und auch Siebeck hatte andere Resul- 
tate erhalten. A. Muresanu ist in seiner, aus dem hiesigen Laboratorium stammen- 
den Arbeit, ausfiihrlich auf diese Untersuchungen eingegangen und hat neues 
Material zur Stiitze der eingangs erwahnten These beigebracht. Gleichzeitig mit 
der Arbeit von A. Muresanu ist eine Arbeit von S. van Creveld erschienen, welcher 
gegen die Untersuchungen von Falta und Richter-Quittner Stellung nahm. Dies 
gab die Veranlassung zu den folgenden Untersuchungen. van Creveld geht von den 
Versuchen von Hamburger, Fridericia usw. aus, nach denen die Chlorverteilung 
zwischen Kérperchen und Plasma hauptsichlich von der Kohlensiurespannung 
des Plasmas abhangig sein soll. van Creveld glaubt daher, daB bei den Untersuchun- 
gen von W. Falta und M. Richter-Quittner eine Fehlerquelle darin besteht, daB 
das Entweichen der Kohlensaure aus dem Plasma bei der Gewinnung des Blutes 
nicht verhindert wurde; dadurch miiBte eine Wanderung von Chlorionen aus den 
Kérperchen in das Plasma eintreten; wenn daher die Kérperchen chlorfrei gefunden 
wiirden, so sei dies noch kein Beweis, daB sie im strémenden Blut auch wirk- 
lich chlorfrei gewesen seien. Auf Grund dieser Uberlegung untersucht van Creveld 
arterielles wie venéses Kaninchenblut, welches mittels einer paraffinierten Kaniile 
in kurz vor dem Versuch paraffinierten Réhrchen unter Paraffinél aufgefangen und 
nach sorgfiltigem VerschluB in den Réhrchen sofort zentrifugiert worden war. 
In diesen Versuchen findet nun van Creveld immer betrichtliche Mengen von Chlor 
in den Kérperchen, sowohl des arteriellen, wie des venésen Blutes, und zwar in 
letzterem etwas weniger als in ersterem. 

In einer zweiten Tabelle teilt van Creveld Versuche mit, bei denen das rasch 
aus der Ohrvene tropfende Blut in offenen paraffinierten Réhrchen aufgefangen 
wurde. Hier wurde also der Kontakt mit der Luft nicht verhindert. In diesen 
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Versuchen (im ganzen 10) findet van Creveld sehr verschiedene Werte in den Blut- 
kérperchen. 3mal waren die Kérperchen ganz chlorfrei, in den iibrigen 7 Ver- 
suchen schwankten die Werte (von mir berechnet) zwischen 190 und 350 mg-°%%. 
Endlich wird noch eine dritte Reihe von im ganzea 6 Versuchen mitgeteilt, bei 
denen der Kontakt mit der Luft wahrend des Zentrifugierens durch VerschlieBen 
der vollen Réhrchen verhindert worden war; hier wurden ahnliche Verhaltnisse 
gefunden wie in der Reihe 2, woraus geschlossen wird, daB die Chlorwanderung 
hauptsichlich wahrend des Auffangens des Blutes zustande kommt. 


Schon eine genaue Betrachtung der von van Creveld mitgeteilten 
Zahlen JéBt gegen seine Schliisse schwerste Bedenken aufkommen. 
Wenn die Annahme von van Creveld richtig ist, so ist natiirlich anzu- 
nehmen, dafs die Chlorverschiebung, die sich zwischen Plasma und 
K6rperchen unter dem Einflu8 der aus dem Plasma entweichenden 
Kohlensiiure abspielt, den Chlorgehalt des Gesamtblutes unbeeinfluBt 
laBt. In Reihe I, wo das Entweichen der Kohlensiure verhindert wurde, 
finden sich nun durchwegs sehr hohe Chlorwerte im Gesamtblut. Wire 
hier das Entweichen der Kohlenséure nicht verhindert worden und wire 
hier das Chlor, wie van Creveld fiir unsere Versuche annimmt, quantitativ 
in das Plasma hiniibergewandert, so wiirden sich viel zu hohe Chlor- 
werte im Plasma finden, durchschnittlich 0,731°%, NaCl. Auffallend 
ist ferner, daB bei van Creveld in Reihe IL und III die Chlorwerte des 
Gesamtblutes auBerordentlich differieren. Wir finden da in Reihe U 
Werte zwischen 398 und 507 mg-°,. Noch auffallender ist aber, daB 
gerade jene Versuche, in denen die Kérperchen chlorfrei errechnet 
werden, die tiefsten Chlorwerte im Gesamtblut aufweisen. Nun besteht 
ja der Gegensatz zwischen den Befunden des hiesigen Laboratoriums 
und denen der anderen Autoren nicht etwa in den Plasma- bzw. Serum- 
werten; in dieser Beziehung stimmen die Werte, wie gesagt, ziemlich 
iiberein, sondern in den im hiesigen Laboratorium gefundenen tiefen 
Chlorwerten des Gesamtblutes, und es taucht daher der Verdacht auf, 
dab die hohen Chlorwerte anderer Autoren ihre Erklirung darin finden 
kénnten, daB die organische Substanz nicht vollkommen zerstért wurde, 
worauf bei der Besprechung der Methodik noch eingegangen werden soll. 
Gegen die Deduktion van Crevelds liBt sich ferner folgender Einwand 
erheben. Fridericia hat in sehr schénen Versuchen gezeigt, da beim 
Schiitteln von Blut mit einem Luftgemisch von wechselnder Kohlen- 
sdurespannung verschiedene Mengen von Chlorionen in die Blutkérper- 
chen eindringen und zwar um so mehr, je mehr Kohlensiure in dem 
Gemisch vorhanden war. Dies JaéBt sich unserer Ansicht nach durch 
eine entsprechend gréBere oder geringere Quellung der Blutkérperchen 
erkliren. Nun hat schon Muresanu darauf hingewiesen, dai man diese 
Beobachtungen in vitro nicht ohne weiteres auf die Verhiltnisse im 
strémenden Blut iibertragen darf, denn das Schiitteln mit einem kohlen- 


siurehaltigen Luftgemisch in vitro ist wohl etwas anderes, als wenn 
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dem Blut beim Durchstrémen durch die Capillaren Sauerstoff entzogen 
und Kohlensaure beigemischt wird. Das zeigt sich schon an der Quellung 
der Blutkérperchen, die beim Schiitteln regelmaBig auftritt, wihrend. 
wie Aiello in dem hiesigen Laboratorium gezeigt hat, die Blutkérperchen 
des venésen Blutes meist einen leichten Grad von Entquellung zeigen. 
Endlich ist es vom physikalisch-chemischen Standpunkt fast unver- 
stindlich, daB relativ so groBe Chlormengen, wie sie nach van Creveld 
in den Blutkérperchen des strémenden Blutes angenommen werden 
miBten, in einzelnen Fallen sogar quantitativ aus den Kérperchen 
entweichen sollten. 


Methodik. 


Das Blut wurde friih niichtern durch Aderla8 gewonnen, durch 
Defibrinieren oder Zugabe von 1—2g Natriumcitrat auf 100 cem Blut 
ungerinnbar gemacht. Das Eiweil} wurde nach dem Veraschungs- 
verfahren von Koranyi zerstért, die Titration erfolgte nach Volhard. 
Die Technik gestaltete sich folgendermaBen: 1 cem Blut, Plasma oder 
Serum wurde mit 30ccm Wasser verdiinnt, 15 ccm konzentrierter 
chemisch reiner, chlorfreier Salpetersiure Kahlbaum (spez. Gew. 1,40) 
hinzugegeben und mit 5ccm %/,9-Silbernitratlésung versetzt. Man 
erhitzt unter Zugabe von etwas Kaliumpermanganat in Substanz so 
lange, bis alles EiweiB zerstért ist, was beim Gesamtblut mehrere Stunden 
Zeit erfordert. Kochen ist absolut zu vermeiden, da sich bei zu starkem 
Erhitzen trotz der Silberfillung fliichtiges HCl bilden kann. Das so 
erhaltene Reaktionsgemisch mu absolut eiweibfrei sein, da selbst 
kleine Mengen organischer Substanz nicht unbetrachtliche Mengen 
‘ Silbernitrat binden, wodurch man zu hohe Werte erhalten wiirde. Es 
erweist sich als zweckmaBig, die Veraschung am _ RiickfluBkihler 
nach dem Vorschlag von Prof. Falta vorzunehmen. Dies hat den Vorteil, 
da man nun kochen kann, ohne Chlorverluste befiirchten zu miissen, 
was eine bedeutende Zeitersparnis bedingt. Selbstredend muB man 
Kolben und Kihler mit Glasschliff verwenden, da Gummistépsel beim 
Erhitzen mit Salpetersiure Rhodanverbindungen abspalten. Nach dem 
volistandigen Erkalten wird alles tiberschiissige Kaliumpermanganat 
mit Ferrosulfat zerstért und die Titration des iiberschiissigen Silber- 
nitrates nach Volhard vorgenommen. 

Die Bestimmung des Chlors nach Koranyi laBt 2 Fehlerquellen zu. 
1. Kénnen, wie gesagt, Chlorverluste durch zu starkes Erhitzen vor- 
kommen und 2. kann man zu hohe Werte dadurch erhalten, daB die 
Zerstérung des organischen Materials nicht vollstandig durchgefiihrt 
wurde. 

Meine eigenen Versuche, die ich nun mitteile, konnten, wie er- 
wartet, keine Bestatigung der van Oreveldschen Befunde bringen. 
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Tabelle i. Chlorbestimmungen im ohne ParaffinabschluB aufgefan yenen 
5 £ 
Blute von normalem Individuum. 








| , Blut- Chlorim Chlor Chlor Chior in 

Datum Name | Diagnose kérperchen- Gesamt- im im den Blut- 

1922 volumen blut Plasma Serum | kérperchen 
27. I. Wo. normal 44.0 0,219 0,360 +-0,039 
22. I. Sm. Pe 45,0 0.186 0,340 0,002 
9. H. Schi. Rek.n. Grippe 44.0 0,182 0,336 0,013 
16. I. Ra. normal 44.0 0,188 0.33; 0,004 
‘as Sve. a 43,0 0,207 0,380 0,019 
9. XI.) Ma. a 45.0 0,182 0,340 0.011 
5. XI.{| La. Nervenfal] 47,6 0,188 0,358 +-0,004 
14.1. Stei. normal 40,0 0,202. 0,336 + 0,001 


Tabelle II. Chlorbestimmungen im ohne ParaffinabschluB aufgefangenen 
Blute von pathologischen Fillen. Das Serum wurde nach Defibri- 
nierung durch Zentrifugieren gewonnen. 





Risto : % Blut- Chior im Chior im Chior in 
Name Diagnose kérperchen-| Gesamt- : den Blut- 
1922 volumen blut —_—— kérperchen 
19. I. Gro. Empyem 46,0 0,270 0,379 +0,141 
9. I. Wer. Nephrose 35,0 0,285 0,355 +0154 
3. TI. || Ko. Hypertonie 46,0 0,300 0,363 +-0,236 


Tabelle III. Chlor- Bestimmungen im unter ParaffinabschluB aufge- 

fangenen Blute von normalen und pathologischen Fallen. Das Plasma 

wurde durch Zentrifugieren der paraffinierten und entsprechend ver- 
schlossenen Réhrchen gewonnen. 








Datum i 6 ee ares Chior im Chior in 
Name Diagnose kérperchen-| Gesamt- den Blut- 
1922 volumen blut Plasma kérperchen 
ohne 
Paraffinabschlu& 
poe Smn. normal 45,0 0,182 0,336 + 0,007 
unter 
ParaffinabschluB 
0,317 +-Q,017 
ohne 
Paraffinabschlub 
; Bm en 0,363 +-0,236 
3.10.) Kao. Hypertonic 46.0 0,300 bs 
Paraffinabschlu& 
0,350 +-0,241 





Auf Grund der hier mitgeteilten Versuche kommen wir zu dem 
SchluB, daB bet normalen Individuen sowohl im strémenden Blute wie 
in dem aus den Blutgefafben unter Entweichen von Kohlensdéure getretenen 
Blute die Blutkérperchen chlorfrei sind. Bei gewissen Erkrankungen, 
besonders Nierenfiillen und Hypertonien, enthalten hingegen die Blut- 
kérperchen des sowohl ohne als unter ParaffinabschluB aufgefangenen 
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Tabelle IV. Chlorbestimmungen im unter ParaffinabschluB aufgefangenen 
Blute von normalen und pathologischen Fiillen, Das Plasma wurde 
unter Zusatz von Natriuncitrat durch Zentrifugieren gewonnen. 





Blut- Chior im . : Chlor in 
Datum Name Diagnose kérperchen- Gesamt- — - den Blut- 
1922 | volumen blut sis kérperc hen 
ohne 
ParaffinabschluB 
= é 0,360 +-0,0: 
27.11. | Wo. normal 44,0 | 0,219 ¥ Onn 
unter 
Paraffinabschlu8 
0,371 +-0,029 
ohne 
Paraffinabschlub 
: 0,33% +- 0,00 
16.1. | Ra. Re 440 | 0,188 8 +0,004 
unter 
Paraffinabschlu8 
0,334 +-0,004 
ohne 
ParaffinabschluB 
378 +O, 
19. I. Gro. Empyem 46,0 0,270 0,579 ),141 
unter 
Paraffinabschlu8 
0,370 +-0,152 





Blutes Chlor in betriichtlicher Menge, ein Umstand, der, soweit unsere 
bisherigen Erfahrungen reichen, mit einer Quellung der Blutkérperchen 
einhergeht; der Chlorgehalt des Serums ist aber auch in diesen Fallen 
von ungefaihr derselben GréBe. Wir kénnen daher van Creveld auch in 
den Konsequenzen, die er auf Grund seiner Untersuchungen fiir die Klinik 
gezogen hat und die die gesamten Chlorbestimmungen der Literatur 
als vom biologischen Standpunkt anfechtbar erscheinen lassen, nicht 
folgen; denn es ist vor allem wichtig, den Chlorgehalt des Plasmas 
bzw. Serums zu kennen, da nur dieser Wert fiir den Schwellenwert 
der Niere maBgebend ist. Das Auftreten von Chlor in den Kérperchen 
hat darauf keinen EinfluB und diirfte ein Zeichen pathologischer Quel- 
lungsvorgiinge sein. 
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Uber Zuekerschwefelsiuren. 
IV. Mitteilung. 
Von 
Heinz Ohle. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem. ) 


(Eingegangen am 17. Mai 1922.) 


Des 6fteren haben Newberg und Mitarbeiter darauf hingewiesen, dab 
die Schwefelsiéure-ester der Zuckerarten in chemischer wie biologischer 
Hinsicht Beachtung verdienen'). Das Interesse an diesen Substanzen 
stieg, als vor Jahresfrist eine so haiufig benutzte Substanz wie der Agar 
von Neuberg und Ohle®) sowie Samec*) als Kohlenhydrat-schwefelsiure 
erkannt wurde. Die kiinstliche Darstellung solcher Verbindungen 
ist daher wiinschenswert geworden. 

Verschiedene einfache Verfahren zur Gewinnung von Mono-schwefel- 
siuren der Zucker haben Neuberg und Pollak sowie Neuberg und Liebermann 
angegeben!); mit Hilfe derselben gelang es, Salze von Glucose- und 
Saccharose-mono-schwefelsiuren zu fassen, deren Konstitutionsermitte- 
lung jedoch noch aussteht. Auf Anregung von Herrn Prof. Neuberg 
habe ich diese Aufgabe in Angriff genommen. 

Als Versuchsobjekt wahlte ich den einfachsten Zucker: die Glucose. 
Es zeigte sich spiter, daf gerade dieser von allen anderen unter- 
suchten die giinstigsten experimentellen Bedingungen bot. Ich folgte 
zunachst der Vorschrift von Neuberg und Liebermann und acetylierte 
dann das nach dem Abdestillieren des Pyridins im Vakuum erhaltene 
Gemisch der Pyridinsalze direkt mit Acetanhydrid und Natriumacetat. 
So konnte leicht ein gut krystallisierendes Natrium- und Pyridin-salz 
der vollstindig acetylierten Glucose-mono-schwefelsdure bereitet werden. 
Durch Verseifung mit Barytwasser bei Zimmertemperatur gelangt 
man vom letzteren zum Brucinsalz einer Glucose-mono-schwefelsaure ; 
dieses ist identisch mit einem von 7’. Soda‘) hergestellten Material, 
das nach einem verbesserten Verfahren tiber das Bariumsalz der Glucose - 
mono-schwefelsiure unmittelbar erhalten wird. 

1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 26, 514, 1910; Ber. 43, 2060, 
1910, — C. Neuberg und L. Liebermann, diese Zeitschr. 121, 326, 1921. 

2) C. Neuberg und H. Ohle, diese Zeitschr. 125, 311, 1921. 

3) M. Samec und V. Ssajewié, Chem. Centralblatt 22, I. 1113. 

4) Die Arbeit wird demniachst in dieser Zeitschr. erscheinen. 
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Die Tatsache, da auf beiden Wegen die gleiche Glucose-mono- 
schwefelsiure als Hauptprodukt entsteht, laBt darauf schlieBen, da 
der Schwefelsiurerest in der Tetra-acetyl-glucose-mono-schwefelsiure 
an derselben Stelle haftet wie in der Muttersubstanz. Denn es ist kaum 
anzunehmen, daB eine waihrend der Acetylierung eventuell stattfindende 
Umesterung') bei der Verseifung in einem anderen Medium wieder riick- 
gingig gemacht wird. Die bei den Acetonverbindungen gewisser Acy]l- 
derivate der Glucose gesammelten Erfahrungen erlegen zwar eine be- 
sondere Vorsicht in derartigen SchluBfolgerungen auf. In diesem Falle 
tritt namlich in der Tat der in Erwigung gezogene Vorgang ein, wie am 
Beispiel der Benzoyl-glucose in der folgenden Arbeit gezeigt werden 
wird. Man mu aber beriicksichtigen, daB in diesem Falle die Um- 
lagerungen von dem gleichen Katalysator Salzsiure, bewirkt werden. 

Zum Vergleiche mit dieser acetylierten Saiure habe ich die nach 
Fischers Vorschrift?) leicht zugiingliche Tetra-acetyl-glucose sulfoniert 
und so eine zweite Tetra-acetyl-glucose-schwefelsiure in Form ihres 
Natrium- und Pyridinsalzes dargestellt. Sie ist von der vorhergehenden 
vollig verschieden; sie spaltet auch viel leichter den Schwefelsiurerest 
ab. Ihrer Herkunft nach miiBte sie die SO,H-Gruppe in Stellung 1 
enthalten. Da aber bei dem Austausch des Broms der Acetobrom- 
glucose gegen die Hydroxylgruppe bei Herstellung der /-Tetra-acetyl- 
glucose einerseits, bei der Sulfonierung mit Chlorsulfonsiure anderer- 
seits ein Platzwechsel der Acetyle nicht véllig ausgeschlossen ist, so 
habe ich versucht, auf einem anderen Wege zu der gleichen Saure zu 
gelangen. Bei der Einwirkung von Silbersulfat auf Acetobromglucose 
war es indessen nicht méglich, die Reaktion so zu leiten, daB die beiden 
Komponenten im Molverhiltnis 1 : 1 reagieren. Selbst bei einem groBen 
UberschuB an Silbersulfat bildet sich immer eine Verbindung, die keine 
Salzeigenschaften besitzt. Diese Substanz, deren Natur bis jetzt noch 
nicht aufgeklart ist, zeigt den Schmelzpunkt 143—144° und [«]p” 
= — 12,87° (in Chloroform). Wie aus der optischen Aktivitat und aus 
den Ausbeuten hervorgeht, miissen noch 2 Glucosekomplexe in ihr vor- 
handen sein. Sie enthailt weder Brom noch Silber, noch Pyridin. Thr 
Schwefel ist organisch gebunden und wird in sauren und alkalischen 
Medien sehr leicht als Schwefelsiure in Freiheit gesetzt, aber die Ana- 
lysen stehen nicht im Einklang mit der Formel eines Octacetyl-di-glu- 
cose-schwefelsiure-esters. 

Die gleiche Substanz vom Schmelzpunkte 143—144° entsteht nun, 
wenn man das Pyridinsalz der zweiten Tetra - acetyl - glucose - mono- 
schwefelsiure mit Acetobromglucose in Gegenwart von Silbercarbonat 

1) M. Bergmann, Festschr. der Kaiser Wilhelm - Gesellschaft, redig. von 
C. Neuberg, Berlin 1921 bei J. Springer. 

*) Ber. 45, 914. 1912. 
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reagieren laBt. Im Zusammenhang mit der groben Beweglichkeit des 
Schwefelsiurerestes in diesen Verbindungen diirfte bereits das vor- 
liegende Material zu dem Schlu8 hinreichen, daB bei der Darstellung der 
Saure aus Tetracetyl-glucose keine Umlagerung eingetreten ist und dab 
sie demnach als Tetracetyl-glucose-l-schwefelsiure zu betrachten ist. 
Zum Unterschied von dieser Siure mag die durch direkte Sulfonierung 
der Glucose erhaltene Verbindung als Tetracetyl-glucose-6-schwefelsiure 
bezeichnet werden, da die Stellung 6 nachst Stellung 1 die gréBte Wahr- 
scheinlichkeit fiir den Eintritt der Schwefelsiuregruppe besitzt. Derexakte 
Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme wird spiter geliefert werden. 

Nach dem eingangs erwihnten Verfahren konnten auch das Natrium- 
salz der Tri-acetyl-f-methyl-glucosid-mono-schwefelséure und das Brucin- 
salzihrer Muttersubstanz gewounen werden, nicht dagegen die entsprechen- 
den Verbindungen der &-Reihe ; nicht befriedi gend sind bisher diesbeziig- 
liche Versuche bei der Galaktose, Fructose und Saccharose verlaufen. 


Experimenteller Teil. 
Tetracetyl-glucose-6-schwefelsiure. 

Zu allen im folgenden beschriebenen Sulfonierungen diente dieselbe 
Apparatur. Die Reaktion wurde in einem weiten, starkwandigen 
Reagensglase, das etwa 150 ccm faBt, ausgefiihrt. Dieses wird mit 
einem gut passenden Korkstopfen verschlossen, der 4 Durchbohrungen 
hat: 1. Fiir den mit Quecksilber abgedichteten Riihrer, 2. fiir den 
Tropftrichter, 3. fiir das Thermometer und 4. fiir ein Chlorcalciumrohr. 

11 g fein gepulverter Glucose werden in 50 cem Pyridin suspendiert ; 
das Gemisch wird in dem Reagensglase durch eine Kialtemischung 
gekiihlt. Sobald die Innentemperatur unter —10° gesunken ist, laBt 
man aus dem Tropftrichter ein Gemisch von 3,4 cem Chlorsulfonsiure 
und 10 cem alkoholfreiem Chloroform langsam hinzutropfen. Nachdem 
alle Chlorsulfonsiure zugegeben worden ist, entfernt man die Kiihlung 
und 1aBt-nach langerer Riihrdauer das Gemisch tiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen. Sodann wird das Riihrwerk durch einen vorher 
verpaBten Destillationsaufsatz ersetzt und Chloroform nebst Pyridin 
im Vakuum bei ca. 50° abdestilliert. Zu dem gelblichen sirupésen 
Riickstand fiigt man eine siedende Lésung von 10g Natriumacetat 
in 30cem Acetanhydrid und 20cem Eisessig, und sorgt durch Um- 
rihren mit einem starken Glasstabe fiir gute Durchmischung. Dabei 
lést sich der gelbe Sirup zunichst auf, unmittelbar darauf aber scheidet 
sich ein Gemisch von Natriumsalzen der anorganischen Saéuren ab. 
Zur Vervollstandigung der Acetylierung halt man das Reaktionsgut 
noch ca. 2 Stunden bei 60 —70° und saugt die noch warme Fliissigkeit 
durch ein mit Tierkohle bestreutes Filter aus Asbestpapier ab. Die 
Abtrennung von den anorganischen Salzen ist jedoch nicht vollkommen, 
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da ganz feine Partikelchen das Filter leicht passieren. Man laBt daher 
das schwachgetriibte, braune Filtrat tiber Nacht im Eisschrank stehen, 
wobei die Suspension sich absetzt und gleichzeitig der gréBte Teil des 
noch vorhandenen Natriumacetats ausfillt. Die davon befreite Lésung 
wird nunmehr in einem geraiumigen Scheidetrichter mit viel Ather 
versetzt, wobei sich simtliche Salze abscheiden, waihrend entstandene 
Pentacetyl-glucose in Lésung bleibt. Man nimmt den flockigen, zum Teil 
verschmierenden Niederschlag mit ca. 50 ccm Wasser auf, schiittelt 
durch und wiederholt diese Ausschiittelung 3mal mit frischem Ather. 
Die wiisserige Lésung reagiert dann nur noch ganz schwach sauer und 
kann ohne Zersetzung des tetra-acetyl-glucose-schwefelsauren Natriums 
im Vakuum bei 40° zur Trockne gebracht werden. Es hinterbleibt eine 
schwach braunlich gefirbte, amorphe, blasige Masse, die man in ca. 
100 cem siedendem, absoluten Alkohol lést. Geringe Mengen anorga- 
nischer Salze bleiben dabei zuriick und werden abfiltriert. Beim frei- 
willigen Verdunsten des Alkohols setzt sich nach Zugabe einiger Tropfen 
Wasser das Natriumsalz der Tetracetyl-glucose-6-schwefelsiure in ganz 
feinen Krystallblittchen ab. Die Ausbeute an Rohprodukt betragt 
5g. Beim Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol scheidet sich das 
Salz nicht krystallisiert, sondern als Gel ab. Der Zusatz von 1°% Wasser 
geniigt aber bereits, um es in schénen Krystallen zu erhalten, die schon 
analysenrein sind und bei 137° unter Zersetzung schmelzen. 

Wie nach dem soeben beschriebenen Verhalten zu erwarten war, ent- 
halten sie Krystallwasser, und zwar 1/, Mol, das sie nur unter Zersetzung 
verlieren. Das Drehungsvermégen dieses Priaparates hatte den Wert 

+ 0,88- 100 : 
[al = —-= - + 12,45° (Wasser; 2-dem-Rohr). Bei noch- 
3,535 + 2 
maligem Umkrystallisieren veranderte sich die Drehung nur unwesent- 
-+- 0,72 - 100 z 
lich. Sie betrug [4]>) = “2 ae = +12,73° (Wasser; 2-dem-Rohr). 
; : rae i 1s + 0,86- 100 

Ein zweites Praiparat zeigte die Drehung [a]; = 3 438 

+12,50° (Wasser; 2-dem-Rohr). pintninda 


Zur Analyse wurden die Praparate bei ca. 80° im Vakuum iiber PO; ge- 
trocknet. 

0,1651 g Substanz: 0,2203 g CO,, 0,0688 g H,O. 

0,1505 g Substanz: 0,2023 g CO,; 0,0634 g H,0. 

0,2800 g Substanz: 0,1467 g BaSQ,. 

0,2699 g Substanz: 0,0430 g Na,SO,. 


C H 8 Na 
Grbeiens Ties Siri wonit ks Reka cnit  SO.- 40... 1K. 4% 
99 I] . . « 96,66%  4,71% — ~- 
Berechnet fiir C ‘HC O Ma H, .0)S0,Ns 
(= 450)... . 387,38%  4,22% 7,11%  5,11%. 
° 


Berechnet fiir dasselbe Salz + 1/, H,O (=459) 36,60% 4.36% 6,97% 5,01%, 
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Verschiedene Versuche zur Verbesserung der Ausbeute verliefen 
ergebnislos. Langeres Erhitzen wahrend der Acetylierung steigerte den 
Ertrag nicht; die Anwendung héherer Temperatur verschlechtert ihn. 
Bricht man die Acetylierung schon nach einer Viertelstunde ab, so ist 
sie vollstandig; man erhalt 2- und 3fach acetylierte Verbindungen, 
deren Natriumsalze in Athylalkohol leicht léslich sind und durch Amyl- 
alkohol in amorphem Zustand ausgefallt werden kénnen. (Da Anhalts- 
punkte fiir die Reinheit dieser Kérper schwer zu gewinnen sind, sollen 
sie auBer Betracht bleiben.) 

Aus diesen Versuchen geht jedenfalls hervor, daB der Schwefelsaure- 
rest mit einer relativ groBen Festigkeit am Zuckerkomplex haftet, 
wodurch die im theoretischen Teil gemachte Annahme beziiglich der 
Konstitution dieser Verbindung eine starke Stiitze erhalt. Die mibige 
Ausbeute ist wohl in erster Linie auf die ungiinstigen Versuchsbedin- 
gungen zuriickzufiihren; sowohl die Glucose als auch das Pyridinsalz 
der Glucose-mono-schwefelsiure sind in Pyridin nur maBig léslich. Da 
sich das letztere in sirupéser Form ausscheidet, so schlieBt es noch unan- 
gegriffene Glucosepartikelchen ein und schiitzt sie so vor einem weiteren 
Angriff durch die Chlorsulfonsiure. Zweifellos entstehen auch bei der 
Acetylierung Verluste, die aber wohl weniger ins Gewicht fallen; denn 
bei einer Ausdehnung der Versuchsdauer um das Doppelte nimmt die 
Ausbeute nicht merklich ab. Fiir das Gelingen der Acetylierung scheint 
die Gegenwart von Pyridin erforderlich zu sein; die mit dem Bariumsalz 
der Glucose-schwefelsiure unternommenen Acetylierungsversuche er- 
geben namlich ungiinstige Resultate. 

Das Pyridinsalz der Saure laBt sich aus der Natriumverbindung 
ohne Schwierigkeit durch Umsetzung mit Pyridinchlorhydrat in alko- 
holischer Lésung und in Gegenwart eines Pyridiniiberschusses gewinnen 
Da das Pyridinsalz in Alkohol betrachtlich léslicher ist als das Natrium- 
salz, wendet man mit Vorteil eine wesentlich geringere Alkoholmenge 
an als zur vollstandigen Auflésung des Natriumsalzes erforderlich ist 
Aus 10g des Natriumsalzes wurden auf diese Weise 8,3 g Pyridinsalz 
erhalten. Dieses Rohprodukt zeigt die Drehung [a]; = + 12,61 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus der 5fachen Menge Alkohol 
erhalt man ein reines Produkt vom Schmelzpunkt 158 —160° und [%};, 


a 11,71°(W ?-dem-Rohr). Fiir ei ites P 
sigs Gan cessetiepcmsecaiesion i yt asser; 2-dem-HRohr). ur eln zweites Fra- 
3417-2 , sieaiie sie 
parat wurde der Wert [4]; +-11,64° gefunden. 


Zur Analyse wurde die Substanz bei Zimmertemperatur im Vakuum iiber 
Chlorcalcium getrocknet. 
0,1390 g Substanz: 3,3 ccm N (20°, 757 mm). 


0,2103 g Substanz: 0,0963 g BaSO,. N Ss 
REE OS eS AT a re eee), 6,29% 
Berechnet fiir C,H,O,(C,H,O),SO,H -C,H,N (= 507) . . . 2,76% 631% 
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Zur Verseifung des Pyridinsalzes der Tetra-acetyl-glucose-6-schwefel- 
siure laBt man seine Lésung in Barytwasser 24 —36 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, versetzt dann mit so viel verdiinnter Schwefelsiure, 
daB das Barium quantitativ entfernt wird und lést in dem Filtrat vom 
Bariumsulfat-niederschlage die berechnete Menge von Brucin auf. Die 
nach dem Eindampfen im Vakuum bei ca. 40° zuriickgebliebene amorphe 
Masse wird zunichst griindlich mit Athylalkohol ausgekocht, wobei 
das Brucinsalz der Glucose-6-schwefelsiure ungelést bleibt. Der Riick- 
stand wird in wenig Wasser aufgenommen und auf einem Uhrglase 
im Vakuumexsiccator eingeengt. Die Lésung gesteht zu einem Krystall- 
brei, bestehend aus dichten Biischeln schmaler Blattchen, die mit ver- 
diinntem Alkohol auf ein Saugfilter gebracht, mit derselben Fliissigkeit 
gewaschen und auf Ton gestrichen werden. Die Substanz verfliissigt 
sich bei 183° unter Zersetzung. Durch Umkrystallisieren aus Wasser 
und Aceton steigt der Schmelzpunkt auf 184°. Die spezifische Drehung 
betrigt anfangs [«],; = —4,07°, nach 12 Stunden —6,28°. Nihere 
Angaben iiber das Brucinsalz werden in der demnichst erscheinenden 
Arbeit von T. Soda zu finden sein. Wahrend der Verseifung mit Baryt- 
wasser findet eine nicht unbetrachtliche Schwefelsiureabspaltung statt. 


Tetra-acetyl-glucose-1-schwefelsiure. 

8 g Tetracetyl-glucose werden in 50cem Pyridin gelést und mit einem 
Gemisch von 1,4cemChlorsulfonsaure und 10 cem Chloroform behandelt. 
Der nach dem Abdestillieren des Pyridins und Chloroforms zuriickblei- 
bende Sirup wird in 25 cem Alkohol gelést und in ein Becherglas tiber- 
gefiihrt. Die Krystallisation des Pyridinsalzes setzt alsbald ein und wird 
durch mehrstiindiges Aufbewahren im Eisschrank vervollstandigt. Die 
Ausbeute betriigt 4g. Sie konnte in einem zweiten Versuch noch etwas 
gesteigert werden. Das Rohprodukt ist bereits fast rein, es schmilzt bei 
127° unter Zersetzung und hat [a], = eee = — 4,65 ° (Wasser ; 

3,885 - 2 
2-dem-Rohr). Nach einmaligem Umlésen aus Alkohol in Gegenwart 
von etwas Pyridin sind Schmelzpunkt und Drehungsvermégen praktisch 
— 0,29 - 100 4.89° 
7  Siers eae 

Dieses Salz ist sehr empfindlich ; beim kurzen Aufkochen mit Alkohol 
ohne Pyridinzusatz veriandert es sich bereits. Beim Aufbewahren seiner 
wisserigen Lésung bei Zimmertemperatur findet eine betriachtliche 
Zersetzung statt, wobei die Drehung nach 24 Stunden auf den dritten 
Teil ihres Anfangswertes gesunken ist. Nach dieser Zeit ist freie Schwefel- 
siure in reichlicher Menge nachweisbar. Auch Trocknen bei erhéhter 
Temperatur vertrigt das Salz nicht. Dabei verfliissigt sich die Substanz 
zu einer zihen Masse, die beim Erkalten hart und spréde wird, und ver- 
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unverindert geblieben [a ]p = 
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liert gleichzeitig einen Teil der Schwefelsiure. Das Drehungsvermégen 
andert dabei seinen Richtungssinn und erreicht Werte von +71 bis 
+85°. Sogar beim Aufbewahren in festem Zustande erleidet das Salz 
Veranderungen, sofern nicht jede Luftfeuchtigkeit auf das sorgfaltigste 
ferngehalten wird. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum-exsiccator iiber Chlorcalcium 


getrocknet: 
0,1631 g Substanz: 0,2688 g CO,, 0,0770 g H,0. 
0,1347 g Substanz: 4,9 ccm N (19°, 767 mm). 


0,1582 g Substanz: 0,0716 g BaSQ,. C H N S 
GO oe a as ee ee ee ee Se: 3; Ga 
Berechnet fiir CgH,0,(C,H,O),SO,H 

ON (= GOT). . 2. 1 we es OTH 384 «=22,76% «= 6, SIG 


Das Natriumsalz wurde aus dem Pyridinsalz durch Umsetzung mit 
Natriumacetat in siedendem Alkohol erhalten. Es ist in diesem Lésungs- 
mittel viel schwerer léslich als das Ausgangsmaterial und scheidet sich 
beim Abkiihlen in langen Nadeln aus. Dieses Produkt ist sogleich ana- 
lysenrein. Es schmilzt bei 149—151° unter Zersetzung und hat das 

4 17) 6 0,27- 100 ae ‘ 
Drehungsvermégen [&]) = 31670277 6,23° (Wasser, 2-dem- 
Rohr). Trocknet man die Substanz bei ca. 80°, so findet man augen- 
scheinlich infolge geringer Zersetzung eine etwas schwichere Drehung, 


nimlich [a],"° = — 5,81°. 

Zur Analyse wurde die bei gewéhnlicher Temperatur getrocknete Substanz 
genommen. 

0,2127 g Substanz: 0,0327 g Na,SO,. 

0,1896 g Substanz: 0,0956 g BaSQ,. S Na 
Ey eM a et aA Gra oe eel w. 8, 9 < veep i 7 4,87% 
Berechnet fiir CgH,0,(C,H,0),SO,Na (= 450)... . . . . = 7,11% 5,11% 


Ob auch dieses Salz mit 1/, Mol. Wasser krystallisiert, habe ich nicht 
gepriift. In wisseriger Lésung zersetzt es sich leicht schon bei Zimmer- 
temperatur unter Abspaltung von Schwefelsiure und Anderung der 
Drehungsrichtung. Es ist wie alle die bisher beschriebenen Salze von 
Glucose-schwefelsiure-derivaten hygroskopisch, doch ist diese Eigen- 
schaft bei ihnen nicht so stark ausgeprigt wie bei den Metallsalzen 
ihrer nichtacylierten Muttersubstanz. 


Acetobromglucose und Silbersulfat. 


8,4 g Acetobromglucose (2 Mol.) werden in 50 cem Pyridin gelést und _ bei 
Zimmertemperatur mit 3,2 g Silbersulfat (1 Mol.) ca. 15 Stunden geschiittelt. Nach 
dieser Zeit ist das schwefelsaure Silber véllig verschwunden und an seiner Statt 
haben sich feine gelbliche Nadelchen, eine Additionsverbindung von Silberbromid 
und Pyridin ausgeschieden. Die Fliissigkeit hat eine schwach himbeerrote Farbe!) 


1) Vgl. die analogen Beobachtungen von Mandel und Neuberg, diese Zeitschr. 
71, 188. 1915. 
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angenommen, Beim Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum bei 60° ver- 
tiefte sich die Farbe wesentlich. Der harzige Riickstand wurde mit 100 ccm sie- 
dendem Alkohol aufgenommen, wobei sich der Rest des Silberbromids ausscheidet. 
Beim Erkalten krystallisieren aus der roten Lésung feine Nidelchen, die in absolut 
reinem Zustande weiB sind (s. unten), jedoch leicht geringe Mengen der gefarbten 
Mutterlauge einschlieBen und daher schwach rétlich erscheinen. Selbst durch 
wiederholtes Umlésen aus Alkohol oder anderen Solventien gelingt es nicht, die 
Praparate zu entfirben. Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 6,8 g. Nach ein- 
maligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmilzt die Substanz bei 141—142°. 
Durch weiteres Umkrystallisieren kann der Schmelzpunkt nicht mehr wesentlich 
in die Héhe getrieben werden. Die Substanz halt beim Umlésen auch stets geringe 
Mengen Brom zuriick, die durch langeres Kochen mit Methylalkohol und Silber- 
carbonat entfernt werden kénnen. Der Schmelzpunkt steigt dann auf 143—144°, 
Erhéht man bei der Darstellung dieser Verbindung die Menge des Silbersulfats 
auf das doppelte, so erhalt man kein anderes Produkt, sondern das gleiche, jedoch 
in viel schlechterer Ausbeute (4 g) und von niedrigerem Reinheitsgrad (Schmelz- 
punkt 110—120°). Es bilden sich bei diesem Modus betrachtlich gréBere Mengen 
gefarbter Substanzen. 

Die stérende Farbung der Praparate, die iibrigens am Licht bald ausbleicht 
und vermutlich auf der Bildung eines vom Pyridin (oder einem Begleiter) ab- 
zuleitenden Pigments beruht, laBt sich indessen vermeiden, wenn man die Um- 
setzung in Aceton vornimmt und die erforderliche Menge Pyridin zufiigt. Ohne 
Pyridin findet nimlich keine Reaktion statt. Dieser Base, die unter den letztange- 
fiihrten Versuchsbedingungen sich scheinbar nicht an der Umsetzung beteiligt, 
fallt wohl hauptsiachlich die Aufgabe zu, das Silbersulfat in Lésung zu bringen 
und auf diese Weise reaktionsfaihig zu machen. 

8,4 g Acetobromglucose werden in 100 ccm trockenem Aceton gelést, mit 7 g 
fein gepulvertem Silbersulfat und 10 cem Pyridin versetzt und 16 Stunden unter 
RiickfluB gekocht. Man filtriert die Silbersalze ab, verjagt das Aceton und lost 
den Riickstand in ca. 50 ccm Alkohol. Daraus krystallisieren ca. 3 g eines rein 
weiBen Produktes vom Schmelzpunkt 138—140°. Es wurde mehrmals aus Alkohol 
umkrystallisiert. Die dabei beobachteten Schmelzpunkte und Drehungen sind 


folgende: 
» : ; — 0,48 - 100 
. 143—44° ; [a]p = —13,99° 
I. 143—44°; [a]i} 3 430 13,9 
. g0 3s — 0,59: 100 > or ot (Chloroform ; 
II. 142- -43 : [ xh . 4,590 we: 12,85 1-dem-Rohr) 
- 0,35 + 100 _ 


III. 142—43°; [a}}s -12,86° 


2,720 

Trocknet man die Substanz im Vakuum bei 100° iiber P,O,, so verliert sie nur 
unbedeutend an Gewicht (ca. 1,4°,), doch steigt der Schmelzpunkt dadurch auf 
147—149°. Die Analysenzahlen dieses Praparates und eines nach dem ersten Ver- 
fahren gewonnenen Priparates, das gleichfalls viermal aus Alkohol umgelést wor- 
den ist, unterscheiden sich fast gar nicht. Man sollte daher annehmen, ein einheit- 
liches Produkt in den Handen zu haben. 

Die Analysenpraparate waren nur im Vakuum-exsiccator iiber Chlorcalcium 
bei Zimmertemperatur zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. Unter a ist das 
nach dem ersten Verfahren dargestellte Praparat, unter b das oben unter III an- 
gefiihrte zu verstehen. 

a) 0,1538 g Substanz: 0,2660 g CO,; 0,0765 g H,O. 

0,1931 g Substanz: 0,0496 g BaSQ,. 
b) 0,1410 g Substanz: 0,2435 g CO,; 0,0688 g H,0O. 
0,1647 g Substanz: 0,0425 g BaSQ,. 
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C H Ss 
Cemeviasy ek ee he te eek es SI. «6. CS 
~ OF OP ers er te ss SR Gee. Uae 
Berechnet fiir [CgH,O,(C,H,0),],8O, (= 758) . . . 44,329  5,01% 4,229, 


Aus diesen Zahlen geht zweifellos hervor, daB die vorliegende Verbindung 
nicht der Octacetyl-diglucose-schwefelsiure-ester sein kann. Aus den gefundenen 
Werten wiirde etwa eine Formel C,,H;,0,;8 oder C,,H 90592 herzuleiten sein, 
deren Auflésung allerdings zu recht unwahrscheinlichen SchluBfolgerungen fiihrt. 
Die Diskussion dieser Analysenergebnisse sei solange zuriickgestellt, bis weiteres 
experimentelles Material vorliegt. 

Die neue Substanz ist leicht léslich in Aceton, Chloroform, Methylalkohol, 
Kisessig und siedendem Athylalkohol, wird von kaltem Alkohol und kaltem Wasser 
nur in geringen Mengen aufgenommen; auch in Essigester lést sie sich nur schwach, 
wahrend Petrolather, Benzol und Schwefelkohlenstoff gar keine lésende Wirkung 
erkennen lassen. Fiigt man zu ihrer wasserigen Lésung Barytwasser hinzu, so 
wird schon bei gew6hnlicher Temperatur momentan fast der gesamte Schwefel 
als Schwefelsaure abgestoBen. In neutraler wasseriger Lésung tritt erst nach lin- 
gerem Kochen freie Schwefelsiure auf. In fester Form ist sie durchaus bestandig; 
hygroskopisch ist sie nicht. 

Die Darstellung dieser Substanz aus dem Pyridinsalz der Tetracetyl-glucose-|- 
schwefelsiure und Acetobromglucose bedarf keiner besonderen Besprechung. Man 
erhalt aus 1 g Pyridinsalz und 0,8 g Acetobromglucose in Gegenwart von 0,28 g 
Silbercarbonat und Pyridin 1,4g. Erwahnenswert ist noch, daB bei diesem 
ProzeB auBer dem roten Farbstoff keine anderen Nebenprodukte entstehen, ob- 
gleich Silbercarbonat auf eine Pyridinlésung von Acetobromglucose allein leicht 
unter Bildung eines braunen Harzes einwirkt. 

Triacetyl-3-methylglucosid-sch wefelsiure. 

Die Darstellung des Natriumsalzes dieser Saure geschah genau nach 
der fiir die Glucose ausgearbeiteten Vorschrift, so daB zu diesem Punkt 
nichts weiter zu erwihren ist. Die Ausbeute an Rohprodukt belauft 
sich auf ca. 20° der Theorie. Das Salz krystallisiert aus etwa der 
doppelten Menge siedenden Alkohols in langen, feinen Prismen vom 
Schmelzpunkt 141—142° unter Zersetzung. Die Krystalle enthalten 
1'/, Mol. Wasser, von denen sie beim Trocknen im Vakuum iiber 

2 
P.O, bei 100° 1 Mol. sehr leicht verlieren, waihrend die vollstindige 
Entwisserung erst nach 2 Tagen erreicht wird; dieses letzte halbe 
Wassermolekiil wird auch beim Lagern der getrockneten Substanz 
leicht wieder aufgenommen. 

0,2041 g bei gewohnlicher Temperatur getrockneter Substanz verlieren 0.0117 g 
= 5,73%; berechnet fiir die Gewichtsabnahme um 1'/, Mol Wasser 6,01°,. 

3,900 mg Substanz (bei 100° getr.): 5,355 mg CO,; 1,75 mg H,0O. 

0,2302 g Substanz (bei 16° getr.): 0,1162 g BaSO,. 

0,0795 g Substanz (bei 16° getr.): 0,0128 g Na,SO,. 

C H S Na 
ee eee ere ee i A A 
Berechnet fiir C,HO,(C,H,0),8O,Na 
 ) aeter ee ane eee 
Berechnet fiir dasselbe Salz + 1'/, H,O 
ee) eee 7,13%  5,12% 


39* 


36,97%, 4,50, 
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Fiir die bei Zimmertemperatur getrocknete Substanz wurde die spe- 
—0,19+ 100 : —0,17- 100 
—————- = — §,24° bzw. = - 
3,626 3,308 

—5,13° (Wasser; 1-dem-Rohr) ermittelt. Das Salz ist spielend 
léslich in Wasser, miaBig léslich in kaltem, leicht in heiBem Alkohol, 
wird ferner von Chloroform und Benzol, von diesem jedoch nur in der 
Warme, aufgenommen, wahrend Amylalkohol geringe Mengen lost. 
Die SO,H-Gruppe haftet verhaltnismiBig sehr fest und wird erst nach 
langerem Kochen mit verdiinnter Salzsiure in merklichem Betrage 
abgespalten, mit verdiinnten Alkalien findet bei gewéhnlicher Tem- 
peratur tiberhaupt keine Ablésung der Schwefelsiure statt. 

Das Pyridinsalz konnte nicht in reinem Zustand gewonnen werden. 
Es ist in Wasser, Alkohol und sogar in Chloroform leicht léslich, in Petrol- 
iither dagegen unldéslich ; es zersetzt sich schon beim Trocknen in gelinder 
Warme (Temperatur des Chloroformdampfes). 

Die Verseifung zur 
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zifische Drehung zu [®]p> = — 


3-Methyl-glucosid-schwefelsiure 

bietet keine Schwierigkeiten und wurde in der bei der Glucose-schwefel- 
siiure angegebenen Weise mit Barytwasser ausgefiihrt, nur mit dem 
Unterschiede, daB ich in diesem Falle nicht vom Pyridin-, sondern vom 
Natriumsalz des Acetylderivates ausging. Nach Beendigung der Reak- 
tion wurde eine der Basenmenge (Ba und Na) dquivalente Portion 
verdiinnter Schwefelsiure hinzugegeben, vom Bariumsulfat filtriert, 
im Filtrat ein geringer Uberschu8 (bezogen auf Na) von Brucin gelést 
und im Vakuum zur vélligen Trockenheit gebracht. Der Riickstand 
wurde zunichst mit wenig Alkohol ausgelaugt, dann mit einer groben 
Menge desselben Solvens ausgekocht. Das Brucinsalz, das in Alkohol 
ziemlich schwer, aber leichter léslich ist als das Brucinsalz der Glucose- 
schwefelsiure, geht dabei in das Lésungsmittel iiber. Es krystalliert aus 
einem Gemisch von Alkohol und Aceton mit 1 Mol. Alkohol und schmilzt 
unscharf zwischen 136 und 155° unter Zersetzung. 

0,1713 g Substanz verloren beim Trocknen im Vakuum bei 100° iiber P,O; 
0,0116 g = 6,77%; berechnet fiir Abgabe eines Mol. Alkohol: 6,27%. 

0,1597 g Substanz: 0,0527 g BaSO, = 4,539, S. Berechnet fiir C;H,)0, + SO,H 
* Cy3Hyg0,Ny (= 668) 4,79% 8. 

Das Drehungsvermégen der Verbindung in wisseriger Lésung hatte 
den Wert [4]p” = — a = — 32,54°. Die Ausbeute an reiner 

2,612 

Substanz betrug 0,5 g aus 1 g des Natriumsalzes der acetylierten Siure. 

Zunichst sind nun die Acetonverbindungen der Glucose-schwefel- 
siuren untersucht worden, wortiber demnichst berichtet werden wird ; 
aber auch die in dieser Abhandlung angeschnittenen Fragen werden 


weiter bearbeitet. 
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Zur Konstitution des Vaceiniins. 


Von 
Heinz Ohle. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie, Chemische Ab- 
teilung, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Mai 1922.) 


Als Vacciniin bezeichnete Griebel') eine aus dem Safte der Preibel- 
beeren gewonnene Substanz, die er als eine benzoylierte Glucose betrach- 
tete. Sie wurde von EF. Fischer und H. Noth?) mit der durch Spaltung 
der Benzoyl-di-aceton-glucose dargestellten Monobenzoyl-glucose identi- 
fiziert; die Stellung der Benzoylgruppe blieb noch zweifelhaft. Nach 
dem neuesten Stande unseres Wissens tiber die Konstitution der Di-ace- 
ton-glucose 3) kénnte man versucht sein, ihr die Forme! einer 3-Benzoyl- 
glucose zuzuschreiben. Indessen darf man die Méglichkeit einer Umeste- 
rung waihrend der Aceton-abspaltung nicht aus den Augen verlieren. 

Beim Studium der Glucose-schwefelsiuren*) machte ich nun einige 
Beobachtungen, die fiir die letztgeiuBerte Anschauung sprechen. Die 
durch Abbau aus der Di-aceton-glucose-schwefelsiure erhaltene Mono- 
aceton-glucose-schwefelsiure war nicht identisch mit der durch Sulfo- 
nierung der Mono-aceton-glucose dargestellten. Diese Verschiedenheit 
kann kaum anders als durch eine ungleiche Stellung der SO,H-Gruppe 
erklart werden. Eine gegenseitige Umwandlung der beiden Substanzen 
ineinander war infolge der leichten Ablésung des Siure-restes nicht 
mdéglich. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei den entsprechenden Benzoyl- 
verbindungen. Die Benzoylierung der Mono-aceton - glucose lieferte 
nimlich dieselbe Mono-benzoyl-mono-aceton-glucose, die Fischer und 
und Noth aus der Di-aceton-verbindung erhalten haben. Ist diese 
das primiire oder sekundire Abbauprodukt ? In Anbetracht der leichten 
Regenerierung des Di-aceton-glucose-derivates sollte man sich fiir die 
erste Auffassung entscheiden. Daraus wiirde folgen, daB bei der Ben- 
zoylierung der Mono-aceton-glucose der Benzoylrest an den Sauerstoff 

1) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 19, 241. 1911. 

2) Ber. 51, 323. 1918. 

3) Karrer und Hurwitz, Helv. chim. Acta 4, 728. 1921. 

4) Vgl. die demnachst in dieser Zeitschrift erscheinende Mitteilung V_ iiber 
Zucker-Schwefelsauren. 
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in Stellung 3 tritt, ein SchluB, cer sich schlecht mit der gréBeren Reak- 
tionsfahigkeit der primiren Alkoholgruppe vereinbaren laBt. Man 
kénnte sich aber auch fragen, ob nicht bei der Einfiihrung des Acetons 
unter dem Einflusse des Chlorwasserstoffs eine Acylwanderung statt- 
findet. 

Daher habe ich versucht, die Salzsiure durch andere Katalysatoren 
zu ersetzen. Natriumacetat und Natriumsulfat versagten. Dagegen 
gelang es, mittels entwisserten Kupfersulfates Mono-aceton-glucose in 
guter Ausbeute in Di-aceton-glucose umzuwandeln. Diese Methode 
fiihrte jedoch nicht zum Ziele, als ich sie auf die Mono-benzoyl-mono- 
aceton-glucose tibertragen wollte. Dieser Fehlschlag ist wohl so zu 
deuten, daB die Benzoylgruppe in Stellung 6 sitzt und so den Eintritt 
des zweiten Aceton-komplexes vereitelt. Der neutrale Katalysator 
vermag also wohl zwei benachbarte freie Hydroxyle mit Aceton zur 
Reaktion zu bringen, nicht aber einen Platzwechsel des Acylrestes 
zu bewirken. Diese Fahigkeit bleibt auf die sauren Katalysatoren 
(Salzsiiure und Schwefelsiure) beschriinkt. Bei dem Abbau der Benzoyl- 
di-aceton-glucose durch verdiinnte wisserige Siiuren findet also nach 
oder wihrend der Abspaltung des ersten Acetonmolekiils bereits die 
Umesterung statt, ohne daB es gelingt, das Zwischenprodukt, die 3-Ben- 
zoyl-mono-aceton-glucose, zu isolieren. Es soll versucht werden, durch 
Arbeiten in alkoholischer Lésung und durch Anwendung alkoholytisch 
schwach spaltbarer Salze, wie etwa Anilin-chlorhydrat, die erforderliche 
niedrige H-lonenkonzentration zu erreichen, bei der die Acyl-wanderung 
so langsam verliuft, daB die noch unbekannte Zwischenstufe gefaBt 
werden kann. 

Wenn also schon bei der Abspaltung des ersten Acetonkomplexes 
eine Acyl-wanderung an den Ort der gré8ten Haftfestigkeit statt- 
gefunden hat, so braucht man nicht mehr zu befiirchten, daB bei dem 
darauffolgenden weiteren Abbau der Substituent den neu eingenommenen 
Platz nochmals verlaBt, zumal diese zweite Prozedur mit den gleichen 
Mitteln ausgefiihrt wird wie die erste. Demnach wire die Mono-benzoyl- 
glucose von Fischer und Noth und damit natiirlich auch das Vacciniin 
Griebels als 6-Mono-benzoyl-glucose zu betrachten. 

Das gleiche diirfte fiir die iibrigen bisher in analoger Weise dar- 
gestellten Acyl-glucosen gelten, und manche damals_ iiberraschende 
Beobachtungen, z. B. die Verschiedenheit des 4- und /-Di-benzoyl- 
di-aceton-erythrits!) und der beiden Mono-aceton-mono-benzoyl-dul- 
cite?), begreiflich machen. 


1) Fischer und Rund, Ber. 49, 88. 1915. 
2) Fischer und Bergmann, Ber. 49, 289. 1916. Vgl. auch Freudenberg und J vers, 
Ber. 55, 929. 1922. 
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Darstellung der 6-Benzoyl-mono-aceton-glucose. 


Die Benzoylierung erfolgte in der in der vorhergehenden Mitteilung!) 
bei der Sulfonierung der Glucose beschriebenen Apparatur. Zu einer 
Lésung von 11 g Mono-aceton-glucose in 50 cem Pyridin laBt man ein 
Gemisch von 5,75 cem Benzoylehlorid und 15 ccm Chloroform sehr 
langsam unter kraftigem Riihren, aber ohne Kiihlung zutropfen. Dabei 
steigt die Temperatur auf ca. 45°. Das Reaktionsgut bleibt iiber Nacht 
bei Zimmertemperatur stehen und wird dann durch Destillation im 
Vakuum bei 50° vom Chloroform und Pyridin getrennt. Der sirupése 
Riickstand scheidet beim Verriihren mit ca. 100 cem Wasser die 
6-Benzoyl-mono-aceton-glucose in weiBen krystallinischen Flocken ab, 
die nach einmaligem Umkrystallisieren aus 95 proz. Alkohol véllig rein 
sind. Ausbeute 8,8 g = 55° der Theorie. Dieses Priparat schmolz bei 

+ 0,04- 100 
~ 0,502 
= +7,97°. Diese Zahlen stimmen gut mit denen von Fischer und Noth 
itiberein. Auch in der Léslichkeit lassen sich keine Unterschiede zwischen 
beiden Substanzen erkennen. 


194—196° und hatte folgendes Drehungsvermégen: 


Gewinnung von Diacetonglucose aus Monoacetonglucose mittels Kupfer- 
sulfat. 


2g Mono-aceton-glucose werden in 80 cem trocknem Aceton gelést 
und mit 2g entwassertem Kupfersulfat 36 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Eine so lange Reaktionsdauer ist aber wahrscheinlich 
nicht unbedingt erforderlich. Man filtriert das Kupfersulfat ab, verjagt 
das Lésungsmittel auf dem Wasserbade und nimmt den Riickstand 
in 15cem Benzin auf. Beim Erkalten erscheinen die schénen langen 
Nadeln vom Schmelzpunkt 105°, die durch den Schmelzpunkt der 
Mischprobe mit Di-aceton-glucose als solche identifiziert wurde. Aus- 
beute 1,7 g = 71% der Theorie. 


1) Ohle, diese Zeitschr. 131, 601. 1922. 
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